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Hankeen tavoitteena oli selvittää (a) hiilinanoputkialtistumisesta aiheutuvan keuhko-tulehduksen merkitystä perimämyrkyllisten (genotoksisten) vaikutusten synnyssä hiirtenkeuhkoissa, (b) hiilinanoputkialtistumisesta aktivoituvien tulehdussolujen tuottamiengenotoksisten tekijöiden vaikutusta soluviljelmissä, (c) astman merkitystä tekijänä, jokavoisi mahdollisesti lisätä alttiutta hiilinanoputkien genotoksisille vaikutuksille ja (d) hiuk-kaskoon, soluun kulkeutumisen ja solunsisäisen liukenemisen merkitystä osittain liukois-ten metallioksidinanohiukkasten genotoksisuudessa.
Tutkimuksissa havaittiin, että 4 päivän inhalaatioaltistus syöpävaarallisiksi tunnetuille pit-kille ja suorille hiilinanoputkille (MWCNT-S) johti hiirten keuhkoissa tulehduksen lisäksigenotoksiseen vaikutukseen keuhkosyövän kohdesoluissa (tyypin II alveolaariset solut).Sen sijaan lyhyiden ja taipuisien hiilinanoputkien (MWCNT-T) hengittäminen ei aiheutta-nut genotoksista vaikutusta eikä tulehdusta keuhkoissa. Kummallakaan hiilinanoputki-tyypillä ei ollut systeemistä genotoksista vaikutusta luuytimessä tai verisoluissa. Tulok-semme osoittavat, että pitkien ja suorien hiilinanoputkien hengittäminen saa keuhkoissaaikaan genotoksisia vaikutuksia, joita ei nähdä lyhyillä ja taipuisilla hiilinanoputkilla.Genotoksisuus saattaa olla tärkeä osatekijä MWCNT-S:n syöpävaarallisuudessa.
Tulehduksen ja genotoksisuuden välistä yhteyttä tutkittiin myös muuntogeenisillä hiiril-lä, joilta puuttui IL1R-geeni (interleukiini 1:n reseptori). IL-1R:n katsotaan olevan keskei-sessä roolissa tulehdusta ohjaavan inflammasomin aktivaatiossa. Jos inflammasomistariippuvainen tulehdus olisi tärkeää genotoksisten vaikutusten synnylle, hiilinanoputki-altistuksen tulisi aiheuttaa vähemmän DNA-vaurioita geenimuunneltujen kuin normaa-lien hiirien keuhkoissa. Inhalaatioaltistus MWCNT-S:lle aiheutti selvän paikallisen geno-toksisen vaikutuksen hiirten keuhkoissa riippumatta IL1R-geenistä. Näinollen IL1R ei olevälttämätön MWCNT-S:n aiheuttaman genotoksisen vaikutuksen synnylle keuhkoissa.Systeemistä genotoksista vaikutusta ei nähty luuytimen, veren tai pernan soluissa.
Tulehdussolujen tuottamien genotoksisten tekijöiden roolia MWCNT-S:n aiheuttamangenotoksisen vaikutuksen synnyssä tutkittiin epiteelisolujen ja tulehdussolujen yhteis-viljelmissä. Insertissä olevia ihmisen makrofaageja käsiteltiin MWCNT-S:llä, ja genotok-sista vaikutusta tarkasteltiin insertin toisella puolella kasvatettavissa epiteelisoluissa.Lisäksi MWCNT-S:llä käsittelyiltä hiiriltä keuhkohuuhtelulla kerättyjä tulehdussolujalisättiin inserttiin ja viljeltiin yhdessä insertin ulkopuolella kasvavien epiteelisolujenkanssa. MWCNT-S-käsiteltyjen hiirten keuhkohuuhtelunäytteen soluilla näytti olevankyky tuottaa genotoksisia tekijöitä, sillä DNA-vauriot lisääntyivät epiteelisoluissa insertintoisella puolella.
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Astmaiset hiiret eivät olleet terveitä eläimiä herkempiä MWCNT-S:n genotoksisille vaiku-tuksille. Itse asiassa hiilinanoputkikäsittelyn genotoksinen vaikutus voitiin osoittaa vainei-astmaisilla hiirillä. Astmaisilla hiirillä DNA-vaurioiden perustaso keuhkoissa oli sel-keästi kohonnut MWCNT-S:stä riippumatta. Astmaisilla hiirillä DNA-vaurioiden määrä olikoholla myös veren valkosoluissa, mikä viittasi siihen, että astmaan liittyvä tulehdus taioksidatiivinen stressi saivat aikaan yleisen genotoksisen vaikutuksen.
Osittain liukoisten sinkkioksidi- (ZnO) ja kuparioksidihiukkasten (CuO) genotoksisuuttaja kulkeutumista soluun tutkittiin ihmisen keuhkoepiteelisoluilla (BEAS-2B). Sekä nano-kokoinen että (hiukkaskooltaan suurempi) hienojakoinen ZnO olivat solutoksisia kape-alla ja alhaisella annosalueella ja aiheuttivat kromosomimuutoksia (mikrotumia) 48tunnin käsittelyssä. Kuitenkin vain nanokokoinen ZnO lisäsi DNA-vaurioita 3 ja 6 tunninkäsittelyllä. Tulokset selittyvät luultavasti sillä, että ZnO nanohiukkaset liukenevat solunsisällä hyvin nopeasti – niitä ei näkynyt lainkaan hyperspektraalimikroskoopissa tunninkuluttua käsittelystä. Hienojakoisilla ZnO-hiukkasilla liukeneminen kestänee hiemankauemmin.




The project aimed at clarifying (a) the role of carbon nanotube –induced pulmonaryinflammation in the formation of genotoxic effects in mouse lungs, (b) the in vitro effectof genotoxic factors produced by activated inflammatory cells after treatment with carbonnanotubes (CNTs), (c) the significance of asthma as a factor that could increase suscepti-bility to the genotoxic effects of CNTs and (d) the impact of particle size, cellular uptakeand intracellular dissolution in determining the genotoxicity of partly soluble metal oxidenanoparticles.
In murine lungs, a 4-day inhalation exposure to carcinogenic and inflammogenic long andstraight multi-walled carbon nanotubes (MWCNT-S) was observed to lead to a genotoxiceffects in the target cells of lung carcinogenesis (type II alveolar cells). However, inhalationof long and tangled multi-walled carbon nanotubes (MWCNT-T) did not produce geno-toxic effects or inflammation in the lungs. Neither of the CNT types had a systemic geno-toxic influence in the bone marrow or blood cells. Our results show that the inhalation ofMWCNT-S produces local genotoxic effects which are not seen with MWCNT-T. Geno-toxicity may be an important factor in the known carcinogenicity of MWCNT-S.
The association of inflammation and genotoxicity was also studied with geneticallyengineered mice that were deficient of the IL1R (interleukin 1 receptor) gene. IL-1R isconsidered to play a crucial role in the activation of the inflammasome which controlsinflammation. If inflammasome-dependent inflammation is important in the formation ofgenotoxic effects, exposure to CNTs should induce less DNA damage in the lungs of theknock-out than normal mice. Inhalation exposure to MWCNT-S caused a clear local geno-toxic effects in murine lungs irrespective of the IL1R gene. Thus, IL1R is not necessary forthe genotoxic effects induced by MWCNT-S in the lungs. No genotoxic effects were seenin cells of the bone marrow, blood or spleen.
The role of genotoxic factors produced by inflammatory cells in response to MWCNT-Swas studied in co-cultures of epithelial cells and inflammatory cells. Macrophages in cellculture inserts were treated with MWCNT-S, and genotoxic effects were examined onhuman bronchial epithelial BEAS-2B cells grown on the other side of the insert. In otherexperiments, inflammation was induced in mice by a treatment with MWCNT-S, andinflammatory cells collected by bronchoalveolar lavage were added to the insert andcultured together with epithelial cells grown outside the insert.
Asthmatic mice were not more sensitive than healthy mice to the genotoxicity of MWCNT-S. In fact, the genotoxic effect of MWCNT-S was obvious only in non-asthmatic mice. Inthe asthmatic mice, the baseline level of DNA damage in the lungs was elevatedirrespective of MWCNT-S. Asthma was also associated with an increase in DNA damage
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in blood leukocytes, suggesting a general genotoxic effect of the lung inflammation oroxidative stress present in asthma.
The genotoxicity and cellular uptake of partly soluble zinc oxide (ZnO) and copper oxide(CuO) nanoparticles was studied in BEAS-2B cells. Both nanosized and fine ZnO werecytotoxic within a narrow and low dose area and induced micronuclei in a 48-h treatment.Nevertheless, only nanosized ZnO increased the level of DNA damage after 3-h and 6-htreatment. These results are possibly explained by the fact that ZnO nanoparticles weredissolved inside the cell very quickly – hyperspectral microscopy showed no presence ofparticles in the cells an hour after the treatment. The dissolution of fine ZnO particlesprobably takes a bit longer, so that their genotoxic effects could only be seen in the longertreatment applied in the micronucleus assay.
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1 LÄHTÖKOHTA JA TAUSTAT
Nanomateriaalien valmistus, tutkimus ja tuotekehittely ovat voimakkaasti lisääntymässämaailmanlaajuisesti. Nanotechnology Consumer Products Inventory (CPI) on listannut yli1800 kuluttajatuotetta, joissa ilmeisesti käytetään nanomateriaaleja (Vance ym. 2015). Suo-messakin yli 200 yrityksen on arvioitu hyödyntävän nanoteknologiaa. Nanomateriaaliensuosion syynä ovat niiden usein poikkeukselliset ominaisuudet verrattuna kemiallisesti sa-manlaisiin, tavanomaisiin materiaaleihin. Euroopan komission (2011) määritelmän mukaannanomateriaalilla tarkoitetaan materiaalia, jonka sisältämistä hiukkasista vähintään 50 %lukumääräperusteisen kokojakauman mukaisesti on kooltaan 1–100 nm tai jonka ulkomi-toista yksi tai useampi on 1–100 nm. Nanohiukkaset ovat siis virusten kokoluokkaa ja huo-mattavasti pienempiä kuin elimistön solut.
Synteettisille nanomateriaaleille altistuvien työntekijöiden määrän arvioidaan nousevanlähitulevaisuudessa miljooniin ja altistuvien kuluttajien satoihin miljooniin. Uusia synteet-tisiä nanomateriaaleja tulee markkinoille kiihtyvällä tahdilla. Tämä moninaisuus asettaasuuria haasteita nanomateriaalien toksikologiselle testaukselle ja riskinarvioinnille. Viimevuosina tietämys nanomateriaalien mahdollisista haitoista on aktiivisen tutkimuksen ansi-osta kohentunut, joskin suuri osa tiedosta koskee edelleenkin vain muutamaa nanohiuk-kastyyppiä, eikä toksisia vaikutusmekanismeja tunneta riittävästi (Savolainen ym. 2013;Alenius ym. 2014; Krug 2014; Savolainen 2016). Osalla nanomateriaaleista on havaittuolevan osin uudenlaisia toksisia ominaisuuksia (Huang ym. 2009; Savolainen ja Vainio2011; Sargent ym. 2009, 2012; Rydman ym. 2013; Alenius ym. 2014). Näiden ominaisuuk-sien merkityksen ymmärtäminen on keskeinen kysymys nanomateriaalien riskinarvioin-nissa.
Nanohiukkaset voivat päästä elimistöön keuhkojen, ruoansulatuskanavan, nenän hajuepi-teelin ja mahdollisesti ihon kautta. Ammatillista altistumista nanopartikkelien tuotannontai käytön yhteydessä tapahtuu erityisesti hengitysteitse (Savolainen ym. 2010; Koivisto ym.2012; Guseva Canu ym. 2016). Keuhkoja suojaavilla syöjäsoluilla (makrofaageilla) näyttääolevan rajallinen kyky seuloa hengityksen mukana tulevia nanohiukkasia, jotka voivat näinkulkeutua varsinaiseen keuhkokudokseen (Geiser ym. 2008). Kudoksissa nanohiukkasetpääsevät solujen sisään eri tavoin kuin suuremmat hiukkaset tai saavat aikaan tulehduksenja voivat näin aiheuttaa vaurioita.
Hiilinanoputket ja metallioksidit ovat tärkeimpiä nanomateriaaleja ja niiden tuotanto jateknologinen käyttö kasvavat erittäin nopeasti. Viimeaikaiset tutkimukset ovat antaneetviitteitä siitä, että erityisesti pitkät ja suorat hiilinanoputket sekä eräät osittain liukoisetmetallinanopartikkelit ovat perimämyrkyllisiä (genotoksisia).
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Tämän tutkimusprojektin tarkoituksena oli selvittää hiilinanoputkien ja osittain liukoistenmetallioksidinanohiukkasten genotoksisten vaikutusten perustaa ja luoda näin paremmatedellytykset nanomateriaalien turvallisuuden, varsinkin syöpävaarallisuuden arvioinnille.
1.1 Pitkät ja suorat hiilinanoputket - uusi asbesti?
Hiilinanoputket muodostuvat kiteisen hiilen putkimaisista verkoista (Rao ja Govindaraj2005). Putkien halkaisija on pienimmillään vain <1-3 nanometriä ja pituus vaihtelee sa-doista nanometreistä kymmeniin, jopa satoihin mikrometreihin. Yksiseinäiset hiilinanoput-ket koostuvat yksittäisistä putkimaisista hiiliverkoista, kun taas moniseinäisissä hiilinano-putkissa on useita sisäkkäisiä hiiliputkiverkostoja. Hiilinanoputket ovat kevyitä, kestäväterittäin hyvin kemiallista käsittelyä ja korkeita lämpötiloja ja omaavat puolijohteen ja me-tallin ominaisuuksia (Smart ym. 2006; Sun ym. 2002; Ju-Nam ja Lead 2008). Hiilinanoput-kien maailmanlaajuinen tuotanto on lisääntynyt muutaman vuoden aikana monituhat-kertaisesti, joten niille altistumisen todennäköisyys on samalla nopeasti kasvanut. Hiilina-noputkien teolliset käyttömahdollisuudet ovat suuret, ja yhä useammat suomalaiset yri-tykset hyödyntävät tuotteittensa valmistamisessa hiilinanoputkia. Hiilinanoputkia käyte-tään muun muassa komposiittimateriaaleissa (mm. urheiluvälineet), elektronisissa lait-teissa, polttokennoissa, kemiallisina sensoreina ja lääketieteessä (Poole ja Owens 2003;Gomez-Gualdrón ym. 2011; Zhao ja Liu 2012).
Viime aikoina huolta on aiheuttanut erityisesti se, että hiilinanoputket ja muut nanokuidutsaattavat koe-olosuhteissa aiheuttaa asbestisairauksien kaltaisia, vakavia tautitiloja, kutenkeuhkojen soluvälitilan sidekudoskasvua (vrt. asbestoosi), keuhkosyöpää ja keuhkopussintai vatsakalvon pahanlaatuista mesotelioomaa (Poland ym. 2008; Shvedova ym. 2008;Takagi ym. 2008, 2012; Sakamoto ym. 2009; Park ym. 2011; Zhao ja Liu 2012).
Asbestista saadun tiedon perusteella oletetaan yleisesti, että pitkillä ja ohuilla kuiduilla, kunne ovat elimistössä pysyviä, voi olla samanlaisia haittavaikutuksia kuin asbestilla. Haital-listen hiilinanoputkien kohdalla näyttää kuitenkin siltä, että on puhuttava pitkistä ja ”pak-suista” kuiduista (Rydman ym. 2013). Mikä on ohutta mikroskaalassa, onkin paksua nano-maailmassa. Muutaman nanometrin vahvuiset, ohuimmat hiilinanoputket ovat yleensävarsin joustavia, ja voivat muodostaa sykeröitä (Kuva 1). Paksuimpien moniseinäisten hiili-nanoputkien läpimitta voi olla yli 50 nanometriä, ja tällaiset kuidut ovat usein suoria janeulamaisia muistuttaen asbestikuituja.
Erityisesti pitkät ja suorat moniseinäiset hiilinanoputket voivat - asbestin tavoin - aiheuttaasyöpää, keuhkofibroosia ja asbestoosin kaltaisia tulehdusreaktioita (Poland ym. 2008;Shvedova ym. 2008; Takagi ym. 2008, 2012; Sakamoto ym. 2009). Näitä vaikutuksia onkuvattu sekä hiirellä että rotalla. Pitkät (>10 µm), monikerroksiset nanoputket aiheuttivat
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tulehdusta ja granuloomia (kiinteitä makrofaagikertymiä) hiirten vatsaontelon mesotee-lissä, kun taas lyhyemmillä (<5 µm) putkilla ei ollut samanlaista vaikutusta (Poland ym.2008). Vatsaontelon tai kivespussin altistaminen hiilinanoputkille tuotti hiirille ja rotillepahanlaatuisia mesotelioomia enemmän kuin krokidoliitti-asbesti (Takagi ym. 2008; Saka-moto ym. 2009; Nagai ym. 2011; Rittinghausen ym. 2014). Mesotelioomaa syntyi jo varsinalhaisilla hiilinanoputkiannoksilla (Takagi ym. 2012). Kansainvälinen syöväntutkimusjär-jestö (IARC, International Agency for Research on Cancer) on luokitellut yhden pitkän jasuoran hiilinanoputkityypin (MWCNT-7, Kuva 1) ihmiselle mahdollisesti syöpävaaralliseksi(Grosse ym. 2014). MWCNT-7:n on osoitettu aiheuttavan myös keuhkosyöpää 2 vuodeninhalaatioaltistuksessa rotilla (Kasai ym. 2016) ja toimivan tuumoripromoottorina hiirenkeuhkosyöpämallissa (Sargent ym. 2014). Toinen, samankaltainen MWCNT-tyyppi lisäsitranstrakeaallisena intrapulmonaarisena aerosolina annosteltuna keuhkosyöpää ja meso-telioomaa rotilla (Suzui ym. 2016).
Kuva 1. Altistuskammiosta kerättyjä ilmanäytteitä transmissioelektronimikroskooppissa kokees-ta, jossa hiiriä altistettiin inhalaatiolla moniseinäisille hiilinanoputkille. Vasemmalla olevat, syöpä-vaarallisiksi osoitetut MWCNT-7-hiilinanoputket ovat jäykkiä ja suoria (tässä raportissa MWCNT-S), kun taas oikealla olevat, taipuisat hiilinanoputket ovat muodostuneet sykeröistä. (Kuvat: EsaVanhala).
Hiilinanoputkien havaittiin myös aiheuttavan genotoksisia muutoksia hiiren ja rotan keuh-kosoluissa (Muller ym. 2008a,b; Shvedova ym. 2008) ja soluviljelmillä tehdyissä tutki-muksissa (Kisin ym. 2007; Li ym. 2007a,b; Zhu ym. 2007; Lindberg ym. 2009, 2013; Catalánym. 2012). Aiemmassa TSR-hankkeessamme MWCNT-7 oli genotoksinen sekä ihmisenviljellyissä epiteelisoluissa että hiiren keuhkoissa (Rydman ym. 2013).
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1.2 Hiilinanoputkien genotoksisuus ja tulehdus - klastogeenisettekijät
Edellisessä TSR:n rahoittamassa hankkeessamme (Rydman ym. 2013) havaitsimme, ettäpitkät, suorat hiilinanoputket tuottavat DNA-vaurioita sekä soluviljelmissä että hengitys-teitse altistettujen hiirten keuhkosoluissa. Genotoksinen vaikutus oli erityisen selvä hiirillä.Samalla keuhkoissa nähtiin voimakas tulehdus. Vaikka yleisesti otaksutaan, että nanohiuk-kasten genotoksisuus koe-eläimillä on sekundäärinen seuraus tulehdusprosessista, siihenliittyvästä oksidatiivisesta stressistä ja hapen reaktiivisten välituotteiden syntymisestä (Do-naldson ym. 2010; Borm ym. 2011), asia on tällä hetkellä varsin epäselvä. Hiilinanoputkienja muiden nanohiukkasten riskinarvioinnin kannalta on keskeistä ymmärtää, syntyykö ge-notoksinen vaikutus tulehduksen tai oksidatiivisen stressin seurauksena vai onko se tuleh-duksesta riippumaton ilmiö (Greim ja Norppa 2010). Edellisessä tapauksessa perimämyr-kyllisellä vaikutuksella on kynnysarvo, jälkimmäisessä todennäköisesti ei. Aiemman tutki-muksemme lisäksi on muutamia muitakin esimerkkejä siitä, että nanohiukkasaltistus saaaikaan sekä tulehduksen että genotoksisen vaikutuksen (Driscoll ym. 1997; Trouiller ym.2009; Bourdon ym. 2012). Toisaalta genotoksinen vaikutus on kuvattu myös ilman tuleh-dusta ja tulehdus ilman genotoksista vaikutusta (Lindberg ym. 2012; Saber ym. 2012).Kaiken kaikkiaan koe-eläintutkimuksia, joissa olisi samanaikaisesti tarkasteltu sekä tuleh-dusta että genotoksista vaikutusta, on vain muutama. Koska hiilinanoputket ovat genotok-sisia myös soluviljelmissä (esim. Lindberg ym. 2009, 2013, Rydman ym. 2013), joissa useim-mat tulehduksen osatekijöistä eivät ole läsnä, on ilmeistä, että tulehdus yksin ei ole ratkai-seva tekijä. Viimeaikaiset tuloksemme viittaavat siihen, että hiilianoputket vaikuttavat viljel-tyjen solujen mitokondrioihin ja saavat aikaan uudenlaisen radikaalin muodostumiseen(Nymark ym. 2014, 2015).
Erittäin mielenkiintoinen kysymys tässä yhteydessä ovat ns. klastogeeniset tekijät - solujenerittämät aineet, jotka pilkkovat kromosomeja ja ovat siis genotoksisia (Lindholm ym.2010). Klastogeenisiä tekijöitä on löydetty mm. ionisoivalle säteilylle altistuneilta ja eräitäkroonisia tulehdussairauksia (nivelreuma, punahukka, systeeminen skleroosi) sairastavilta(Emerit 2007). Klastogeenisen tekijän ilmaantuminen näyttää liittyvän oksidatiiviseen stres-siin ja erityisesti superoksidin muodostumiseen. Klastogeeninen tekijä lisää uuden super-oksidin tuotantoa monosyyteissä ja neutrofiileissä, minkä arvellaan johtavan itseään yllä-pitävään genotoksiseen prosessiin. Monosyytit ja neutrofiilit ovat valkosoluja, joilla on kes-keinen rooli myös tulehduksessa.
Klastogeenisen tekijän kemiallista luonnetta ei tunneta, mutta se on yhdistetty solun kal-vorakenteiden rasvojen härskiintymisessä syntyviin arakidonihapon aineenvaihduntatuot-teisiin, nukeliinihappojen eräisiin epätavallisiin rakenneosiin sekä sytokiineihin kuten tuu-morinekroosifaktori alfa (Emerit 2007; Lindholm ym. 2010), joka on tärkeä välttäjäaine
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tulehduksessa. Klastogeenisen tekijän kemiallinen tunnistaminen ei kuitenkaan ole tar-peen, sillä sen läsnäolo esim. keuhkohuuhtelunäytteessä voidaan osoittaa toiminnallisestigenotoksisuustestillä. Tähän mennessä tätä ilmeistä mahdollisuutta ei ole kuitenkaan tut-kittu nanomateriaalien yhteydessä. Tässä projektissa selvitimme asiaa.
1.3 Osittain liukoiset metalliset nanohiukkaset - Troijanhevonen?
Nanotoksikologian avainkysymyksiä on, edistääkö pieni hiukkaskoko nanopartikkeleidenkulkeutumista soluihin ja leviämistä elimistöön ja johtaako tämä, nanopartikkeleiden mui-den poikkeuksellisten ominaisuuksien ohella, lisääntyneisiin haittavaikutuksiin (Ober-dörster 2008; Norppa ja Greim 2009; Greim ja Norppa 2010; Cho ym. 2011). Osittain liu-koiset, myrkylliset metallinanohiukkaset näyttävät muodostavan tässä yhteydessä erityisenongelmallisen aineryhmän.
Cho ym. (2011) ovat esittäneet, että nanokokoisen sinkkioksidin (ZnO) rotilla aiheuttamavakava keuhkovaurio johtuu siitä, että ZnO-hiukkaset menevät fagosytoosin (solusyönnin)avulla tehokkaasti sisälle soluihin, joissa ne nopeasti liukenevat. Liukenemista edistää suu-resti se, että soluorganellissa (fagosomi, myöhemmin lysosomi), johon "syöty" hiukkanenjoutuu, on happamat olosuhteet. Hiukkasmuotoisella sinkillä on selvempi toksinen vaiku-tus kuin liukoisella sinkillä. Ilmiö on nimetty Troijan hevosen mukaan. ZnO- ja kuparinano-hiukkasten tulehdusvaikutus rotan keuhkoissa on voimakkaampi ja piirteiltään erilainenkuin liukoisen sinkin ja kuparin vaikutus (Cho ym. 2010).
Koska nanohiukkaset liukenevat suurempia partikkeleja nopeammin, on odotettavissa, et-tä nanokokoinen ZnO tai kuparioksidi (CuO) on haitallisempaa kuin esim. hienojakoinenZnO tai CuO. Tämä on osoitettu kuparioksidin (CuO) nanohiukkasilla, jotka aiheuttivatsoluviljelmissä monta kertaa enemmän DNA-vaurioita kuin karkeammat hiukkaset (Karls-son ym. 2009; Semisch ym. 2014).
Myös ZnO-nanohiukkaset ovat selvästi genotoksisia (Dufour ym. 2006). Aiemmissa solu-testeissämme nanokokoinen ZnO aiheutti DNA-vaurioita ja mikrotumia jo hyvin alhaisillaannoksilla; mikrotumia syntyi sekä kromosomien katkeamisen että solun jakautumisenhäiriöiden seurauksena (Siivola ym. 2017; Lindberg ym. 2017). Koska Troijan hevonen -ilmiö saattaa olla tärkeässä asemassa metallihiukkasiin liittyvän syövän kehittymisessä, onselvitettävä, selittääkö se myös ZnO:n ja muiden osittain liukoisten nanometallien geno-toksisuuden. Tätä kysymystä tutkittiin tässä hankkeessa mm. hyödyntäen hyperspektraa-lista mikroskooppia nanohiukkasten paikantamisessa soluissa. Hyperspektraalimikroskoo-pin avulla eri nanomateriaalit voidaan tunnistaa kudoksista tai soluista ilman kemiallisia tairadioaktiivisia leimoja pimeäkenttätekniikan ja materiaaleille tyypillisen spektrin ja avulla.
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2 TAVOITTEET, TULOKSIEN HYÖTY JASOVELLETTAVUUS
Hankkeen tarkoituksena oli tutkia, miten haitallisiksi epäillyt nanohiukkaset saavat aikaangenotoksisia vaikutuksia.
Projektin tavoitteina oli selvittää:
a) hiilinanoputkialtistumisesta aiheutuvan keuhkotulehduksen merkitystä genotoksistenvaikutusten synnyssä hiirten keuhkoissa. Normaaleja ja geneettisesti manipuloituja hiiriähyödyntävän tutkimuksen odotettiin tuottavan uutta tietoa genotoksisen vaurion ja tuleh-duksen välisestä suhteesta.
b) hiilinanoputkialtistumisesta aktivoituvien tulehdussolujen tuottamien genotoksistentekijöiden vaikutusta soluviljelmissä. Epiteelisolujen ja tulehdussolujen yhteisviljelmiä hyö-dyntävällä tutkimuksella pyrittiin selvittämään makrofaagien ja keuhkohuuhtelunäytteensolujen kykyä välittää hiilinanoputkikäsittelyn vaikutusta.
c) astman merkitystä tekijänä, joka voisi mahdollisesti lisätä alttiutta hiilinanoputkien ge-notoksisille vaikutuksille. Hiiren astmamallia käytettiin hyväksi tutkittaessa, ovatko ast-maattiset yksilöt tavallista herkempiä hiilinanoputkille.
d) miten osittain liukoisten metallioksidinanohiukkasten koko, kulkeutuminen soluun jaliukeneminen solussa vaikuttavat niiden genotoksisuuteen. Soluviljelmissä tutkittiin mm.hyperspektraalimikroskopialla, kuinka nanokokoiset ja mikrokokoiset tai hienojakoisetsinkkioksidi- ja kuparioksidinanohiukkaset kulkeutuvat soluun ja liukenevat happamissasoluorganelleissa ja miten tämä heijastuu niiden genotoksiseen vaikutukseen (Troijanhevonen -ilmiö).
Hankkeessa hyödynnettiin osin (kohdat a ja c) Suomen Akatemian rahoittaman projektin"Hiilinanomateriaalien aiheuttamat tulehdusreaktiot" (päätös 139115) eläinaltistuksia.Näin vähensimme tarvittavien koe-eläinten määrää ja jaoimme kustannukset. Akatemianhanke keskittyi immunotoksikologiaan, kun nyt raportoitavan hankkeen aiheena olivatgenotoksikologiset vaikutukset.
Hankkeessa oli alun perin tarkoitus myös selvittää, pystyvätkö nanohiukkaset aiheutta-maan sellaisia genotoksisia muutoksia, joita nykyiset testit eivät paljasta. Koska projektinrahoitus toteutui vain osittain, tämä osa jätettiin hankkeesta kuitenkin pois.
Syntynyttä tietoa voidaan käyttää suoraan nanohiukkasten vaaran- ja riskinarvioinnissa.
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3 TEHTÄVÄT JA MENETELMÄT
3.1 Tutkitut nanomateriaalit
· Moniseinäiset hiilinanoputket: kaksi mitoiltaan erilaista materiaalia:
a) MWCNT-S, pitkät, suorat ja paksut (MWCNT-XNRI-7, Mitsui  &  Co,  Ltd,  Tokyo,Japani). Kuidut keskimäärin 60–74 nm x 4 µm, ks. Kuva 1. IARC:n ihmiselle mahdol-lisesti syöpävaaralliseksi luokittelema nanomateriaali (Grosse ym 2014.
b) MWCNT-T, lyhyet, taipuisat ja ohuet (Cheap Tubes, Inc., Brattleboro, VT, USA). Kuidutkeskimäärin 15–21 nm x 0,4 µm.
Käytetyt hiilinanoputket on karakterisoitu yksityiskohtaisesti aiemmin mm. pyyhkäisy- jatransmissioelektronimikroskopialla ja energiadispersiivisellä röntgenspektrometrialla (ks.Catalán ym. 2016). Kumpaakin materiaalia tutkittiin myös aiemmassa TSR-hankkees-samme (Rydman ym 2013).
· Kupari (II) oksidi: kaksi kooltaan erilaista, päällystämätöntä materiaalia (Sigma-AldrichChemie, Steinheim, Saksa):
a) Nanokokoinen CuO (544868; primääripartikkelin läpimitta<50 nm).
b) Mikrokokoinen CuO (208841; primääripartikkelin läpimitta<10 µm).
Käytetyt kuparioksidihiukkaset on karakterisoitu yksityiskohtaisesti aiemmin (Se-misch ym. 2014).
· Sinkkioksidi: kaksi kooltaan erilaista, päällystämätöntä sinkiittimateriaalia (UmicoreZinc Chemicals, Angleur, Belgia):
a) Nanokokoinen ZnO (ZANO®; primääripartikkelien läpimitta 30–35 nm).
b) Hienojakoinen ZnO (Pharma B; primääripartikkelien läpimitta 150–300 nm).
Käytetyt sinkkioksidihiukkaset on karakterisoitu mm. pyyhkäisy- ja transmissioelek-tronimikroskopialla, energiadispersiivisellä röntgenspektrometrialla ja röntgendif-fraktiometrialla (Roszak ym. 2016).
3.2 Hiilinanoputket: genotoksiset vaikutukset ja tulehdus hiirillä
Aiemmassa hankkeessamme havaitsimme, että faryngaalisella aspiraatiolla annosteltuMWCNT-S tuottaa hiirille keuhkotulehduksen ja DNA-vaurioita keuhkosoluissa (Rydmanym. 2013). Sen sijaan MWCNT-T ei aiheutti vain lievän tulehduksen eikä DNA-vaurioita.Myös inhalaatioaltistuksessa MWCNT-S sai aikaan selkeän tulehduksen ja DNA-vaurioita
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keuhkoissa. Tässä hankkeessa selvitimme MWCNT-T:n genotoksisuutta inhalaatioaltis-tuksessa. Lisäksi tutkimme tarkemmin MWCNT-S-inhalaation genotoksisuutta ja mahdol-lista yhteyttä tulehduksen ja genotoksisuuden välillä.
3.2.1 Hiilinanoputkien genotoksisuus hiirillä
Edellisessä TSR-hankkeessamme (Rydman ym. 2013) faryngaalisella aspiraatiolla annostel-lut pitkät ja suorat MWCNT-S-hiilinanoputket saivat aikaan annosvasteisen lisäyksen DNA-vaurioiden määrässä keuhkosoluissa. Paikallisesta genotoksisesta vaikutuksesta oli osoi-tuksena myös se, että havaitsimme inhalaatioaltistuksen MWCNT-S:lle aiheuttavan DNA-vaurioita hiirten keuhkoissa ja keuhkohuuhtelunäytteen (BAL, brochoalveolar lavage) so-luissa jo suhteellisen alhaisella altistustasolla (8,2 ± 1,7 mg/m3; 4 pv, 4 h/pv). Tämän pai-kallisen genotoksisen vaikutuksen lisäksi MWCNT-S:llä ei ollut kuitenkaan systeemistägenotoksista vaikutusta, sillä DNA:n kaksijuosteisia katkoksia ilmentävien γ-H2AX-positii-visten valkosolujen osuus ei ollut lisääntynyt veressä, eikä luuytimessä havaittu nousuamikrotumia sisältävien punasolujen määrässä.
Nyt raportoitavassa hankkeessa selvitimme, kohdistuuko MWCNT-S:n genotoksinen vai-kutus keuhkosyövän todennäköisiin kohdesoluihin hiirellä, tyypin II alveolaarisiin (ATII)soluihin ja Clara-soluihin käyttäen kehittämäämme mikrotumamenetelmää näille solu-tyypeille (Lindberg ym. 2010).
Naaraspuoliset C57BL/6-hiiret (Scanbur AB, Sollentuna, Ruotsi) pidettiin neljän ryhmissäruostumattomasta teräksestä valmistetuissa häkeissä, joiden pohjalla oli puulastuja, ja nesaivat vapaasti rehua (1314 FORTI; Altromin Spezialfutter GmbH & Co, Saksa) sekä vettä.Eläintilojen valo-pimeä-sykli oli 12 tuntia, lämpötila 20–21 °C ja suhteellinen kosteus 40–45 %. Hankkeen eläinkokeet tehtiin määräysten mukaisesti (European Convention for theProtection of Vertebrate Animals Used for Experimental and Other Scientific Purposes,Strasbourg, 18.3.1986, otettu käyttöön Suomessa 31.5.1990) ja niillä oli Etelä-Suomenaluehallintoviraston hankelupalautakunnan myöntämä lupa.
Hiiret altistettiin (6-8 hiirtä/ryhmä) MWCNT-S:lle inhalaatiolla neljänä päivänä viikossa (4h/päivä). Kuitumateriaali saatettiin aerosolimuotoon leijupetigeneraattorilla, joka tuottitasalaatuista hiilinanoputkiaerosolia altistuskammion ilmaan, josta mitattiin jatkuvasti hiili-nanoputkien massapitoisuutta (punnituskapselille kerätty näyte), lukumäärää kondensaa-tiohiukkaslaskurilla (CPC; Condensation Particle Counter) ja kokojakaumaa liikkuvuusko-koluokittelijalla (SMPS, Scanning Mobility Particle Sizer) ja sähköisellä alipaineimpaktorilla(ELPI, Electrical Low Pressure Impactor). Keskimääräinen MWCNT-S-pitoisuus altistuskam-miossa oli 10,8 ± 2,8 mg/m3. Verinäytteet kerättiin 48 h ja keuhkosolunäytteet 72 h altis-tuksen päättymisen jälkeen. ATII-solut sekä Clara-solut eristettiin aiemman mukaisesti
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(Lindberg ym 2010). Punasoluista sekä ATII- ja Clara-soluista suoritettiin mikrotuma-ana-lyysit. Menetelmät on kuvattu tarkemmin julkaisussamme (Catalán ym. 2016).
Tutkimuksissa selvitettiin lisäksi taipuisien hiilinanoputkien (MWCNT-T) genotoksisia vai-kutuksia naaraspuolisilla C57BL/6-hiirillä.
Hiiret altistettiin (6-8 hiirtä/ryhmä) MWCNT-T:lle inhalaatiolla neljän tunnin ajan tai neljänäpäivänä viikossa (4 h/päivä). Altistus tapahtui samalla tavalla kuin edellä on kuvattu. Keski-määräinen MWCNT-T-pitoisuus altistuskammiossa oli 17,54 mg/m3. Menetelmät on kuvattuyksityiskohtaisesti julkaisussamme (Catalán ym. 2016). Vuorokausi viimeisen altistuksenjälkeen hiiristä kerättiin BAL-, keuhkosolu-, luuydin-, verinäytteet. BAL-soluista ja keuhko-soluista tutkittiin DNA-vauriot (genotoksinen vaikutus kohdekudoksessa) komeettamene-telmällä käyttäen tietokoneavusteista fluoresenssimikroskooppista menetelmää (Falck ym.2009; Lindberg ym. 2009, 2012). Luuydinnäytteistä ja viljellyistä pernan lymfosyyteistätutkittiin mikrotumat, kuten edellä on mainittu. MWCNT-T:llä saatuja tuloksia verrattiinMWCNT-S:llä saatuihin tuloksiin.
Hiirikokeista saadut immunotoksikologiset tulokset, jotka eivät olleet osa nyt raportoitavaahanketta, on osin julkaistu koskien tulehdussolujen jakaumaa BAL-näytteessä, tulehdus-reaktion välittäjäaineita BAL-näytteen supernatantissa ja tulehdusreaktioon osallistuviengeenien ilmentymistä (RNA-tasolla) keuhkokudoksessa (Rydman ym. 2014).
3.2.2 Pitkien, suorien hiilinanoputkien genotoksisuus IL1R-poistogeenisillä hiirillä
Tulehduksen osatekijöiden roolia genotoksisen vaikutuksen synnyssä tutkittiin tarkemminkäyttämällä geneettisesti manipuloituja IL1R–/– -hiiriä, joilta puuttui interleukiini 1:n (IL-1)tyypin I reseptori (kanta B6.129S7-Il1r1tm1Imx/J, Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine,USA) (ks. Rydman ym. 2015). IL-1R:n katsotaan olevan keskeisessä roolissa tulehdusta oh-jaavan inflammasomin aktivaatiossa. Hiilinanoputkien aiheuttaman tulehduksen odote-taan siksi olevan tavallista lievempi IL1R-poistogeenisillä hiirillä (ks. Rydman ym. 2015). Josinflammasomista riippuvainen tulehdus on tärkeää genotoksisten vaikutusten synnylle,hiilinanoputkialtistuksen tulisi aiheuttaa vähemmän DNA-vaurioita geenimuunneltujenkuin normaalien hiirien keuhkoissa.
Tutkimus tehtiin inhalaatioaltistuksella (4 h ja 4 päivää, 4 h/päivä) samalla tavoin kuintaipuisille hiilinanoputkille tehdyssä altistuskokeessa (ks. 3.2.1) mutta alhaisemmalla pitoi-suudella (7,71 mg/m3). Altistussysteemi on kuvattu aiemmassa julkaisussa (Rydman ym.2014). Poistogeenisten hiirten vertailuryhmänä toimivat normaalit C57BL/6-hiiret (IL1R–/–-hiirten peruskanta). Solunäytteet kerättiin 24 h altistuksen päättymisen jälkeen. BAL-soluis-ta ja keuhkosoluista tutkittiin paikalliset DNA-vauriot komeettatekniikalla käyttämälläsamoja menetelmiä kuin aiemminkin (ks. Catalán ym. 2016). Luuytimen polykromaattisistapunasoluista selvitettiin mikrotumallisten solujen osuus ja veren valkosoluista DNA:n
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kaksijuosteiset katkokset (γ-H2AX-menetelmä; Westbrook ym. 2009). Lisäksi pernasoluja(lymfosyyttejä) viljeltiin ja niistä analysoitiin mikrotumien esiintyminen sytokineesiblokki-tekniikalla (Record ym. 1995; Leopardi ym. 2010). Lisääntyminen luuydin- ja pernasolujenmikrotumien ja veren valkosolujen γ-H2AX-fokusten määrässä hengitysteitse tapahtu-neen altistuksen jälkeen kuvastaa systeemistä genotoksista vaikutusta.
Kokeissa käytettiin negatiivista ja positiivista kontrolliryhmää sekä koodattuja valmisteita.Positiivisena kontrollikäsittelynä oli WC-Co (1 mg/hiiri, faryngaalisella aspiraatiolla) sekäsyklofosfamidi (1 mg/kg, intraperitoneaalisesti).
3.3 Tulehdussolujen tuottamien genotoksisten tekijöidenmerkitys
Tällä tutkimuksella pyrittiin saamaan tietoa aktivoituneiden tulehdussolujen (neutrofiilit,makrofaagit, monosyytit ja eosinofiilit) tuottamien klastogeenisten tekijöiden merkitykses-tä hiilinanoputkien genotoksisuudessa. Tätä varten pystytettiin yhteisviljelymenetelmä,jossa ihmisen epiteelisoluja viljeltiin membraani-inserttiin sijoitettujen, hiilinanoputkille invitro tai ex vivo altistettujen tulehdussolujen kanssa. Epiteelisoluista tutkittiin DNA-vaurioidenesiintyminen komeettamenetelmällä. Tutkimuksessa käytettiin negatiivista ja positiivistakontrollia sekä koodattuja valmisteita.
3.3.1 In vitro
Ensimmäisissä kokeissa insertissä olevia ihmisen monosyyteistä erikoistettuja makrofaa-geja käsiteltiin hiilinanoputkilla, ja DNA-vauriot tutkittiin ihmisen BEAS-2B-epiteelisoluista.Sopivien koeolosuhteiden löytämiseksi testattiin erilaisia vaihtoehtoja monosyyttieneristämiseksi ja erilaistamiseksi sekä makrofaagien ja epiteelisolujen yhteisviljelyn toteutta-miseksi.
Monosyytit eristettiin veren puna-valkosolukerroksesta (Punaisen Ristin veripalvelu, Hel-sinki) Ficoll-gradienttisentrifugaation avulla ja pestiin fosfaattipuskuroidulla suolaliuoksella(PBS, Phosphate Buffered Saline, Lonza-BioWhittaker) kolme kertaa. Monosyyttien annet-tiin tarttua kasvatusmaljan pohjaan (45 min, +37 °C, 5 % CO2) RPMI 1640 -kasvatus-liuoksessa (Roswell Park Memorial Institute; Invitrogen; sisälsi lisäksi 2 mM L-glutamiinia ja1 % penisilliini-streptomysiiniliuosta). Ylimääräiset solut pestiin pois viljelymaljalta PBS:llä,ja maljalle tarttuneiden monosyyttien viljelyä jatkettiin SFMM-kasvatusliuoksessa (Serum-Free Macrophage Medium, Invitrogen), johon oli lisätty erilaistumista stimuloivaa ihmisenGM-CSF-kasvutekijää (10 ng/ml; Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, Im-munotools) ja 1 % penisilliini-streptomysiiniluosta. Makrofaagien kasvatusliuos vaihdettiinkahden päivän välein.
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BEAS-2B-soluja viljeltiin aluksi BEGM-kasvatusliuoksessa (Bronchial Epithelial GrowthMedium, Clonetics) viljelykaapissa (+37 °C, 5 % CO2). Ennen varsinaisten altistuskokeidenaloittamista selvitettiin, mikä kasvatusliuos ja ajoitus soveltuisivat parhaiten makrofaagienja keuhkoepiteelisolujen yhteisviljelyyn. Lukuisten kokeilujen jälkeen päädyttiin 48 tunninviljelyyn SFMM-kasvatusliuoksessa. Kunkin testimateriaalin solutoksisuus testattiin sekämakrofaagien että BEAS-2B-solujen viljelmissä, ja yhteisviljelykokeissa käytetyt annoksetvalittiin näiden tutkimusten tulosten ja aiempiin julkaisuihin perusteella.
Ennen altistusta solut siirrostettiin yhteisviljelmiin 12-kuoppalevyille. BEAS-2B-soluja viljel-tiin kuopan pohjalla ja erilaistettuja makrofaageja, joihin altistus kohdistettiin, CorningTranswell®-insertissä (reikäkoko 0.4 µm; Corning) (Kuva 2).
Kuva 2. Monosyyttisten makrofaagien ja BEAS-2B-keuhkoepiteelisolujen yhteisviljelyn periaate.Solutyypit erotettiin toisistaan Transwell®-membraani-insertillä, joka esti hiilinanoputkien kul-keutumisen mutta mahdollisti klastogeenisen tekijän siirtymisen epiteelisolujen puolelle.
Hiilinanoputkien lisäksi tutkittiin vertailumateriaaleina krysotiili-asbestikuituja, joiden onhavaittu aiheuttavan DNA-vaurioita BEAS-2B soluissa vastaavissa yhteisviljelykokeissa (Kie-nast ym. 2000), sekä tsymosaania (sienten pinnan rakenneproteiini), jonka on raportoituaktivoivan makrofaageja ja aiheuttavan happiradikaalien muodostusta yhteisviljelmissä(Guichard ym. 2010). Koska klastogeenisen tekijän erittymisen ja sen epiteelisoluihinkohdistuvan vaikutuksen aikataulu ei ollut selvillä koeolosuhteissamme, tutkimme useitaeri aikapisteitä.
Mahdollisen klastogeenisen tekijän vaikutusta selvitettiin aiempia julkaisuja mukaillenaltistamalla insertissä olevat makrofaagit krysotiili-asbestille (Kuva  3) tai makrofaageja
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aktivoivalle tsymosaanille niin, että yhtä makrofaagia kohden viljelmään lisättiin yksi tsy-mosaani-partikkeli. Altistusta jatkettiin makrofaagien ja epiteelisolujen yhteisviljelmissä 3ja 24 tunnin ajan, minkä jälkeen BEAS-2B-solut kerättiin komeetta-analyysiä varten.
Hiilinanoputkien vaikutusta BEAS-2B-soluihin testattiin sekä suorassa altistuksessa ettäyhteisviljelmässä. Hiilinanoputket punnittiin steriiliin lasiputkeen ja dispersoitiin makrofaa-gien viljelyliuokseen, johon oli lisätty 0,6 mg/ml albumiinia (BSA; Bovine Serum Albumin).Suspension laadun parantamiseksi käytettiin ultraäänikäsittelyä (37 kHz, 20 min, +37 °C;ElmaSonic S15H, Tovatech LLC).
Kuva 3. Asbestille altistettuja ihmisen makrofaageja faasikontrastimikroskoopissa. Kuvakentässänäkyy useita asbestikuituja (esim. nuolen kohdalla). Makrofaagit pyrkivät tuhoamaan kuitujasolusyönnillä. Mittajana 400 µm (kuva: Saila Pesonen).
3.3.2 Ex vivo
Tutkimuksia jatkettiin ex vivo -kokeilla, joissa keuhkoepiteelisoluja viljeltiin hiilinanoputkillealtistettujen hiirten BAL-solujen kanssa. Keuhkohuuhtelunäyte sisältää tyypillisesti useitaeri puolustussoluja - pääosin makrofaageja, mutta myös neutrofiilejä, eosinofiilejä ja lym-fosyyttejä. Eri solutyypit toimivat monimutkaisessa yhteistyössä poistaakseen ja tuhotak-seen vierasaineita ja patogeenejä keuhkoissa ja niiden keskinäiset suhteet vaihtelevataltisteesta ja altistuksen voimakkuudesta riippuen.
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Tutkimuksissa käytettyjen hiilinanoputkien (MWCNT-S) on aiemmin todettu aiheuttavansekä genotoksisia että immunotoksisia vaikutuksia altistettujen hiirten keuhkoissa: tuleh-dussolujen määrän lisääntymistä ja DNA-vaurioita keuhkosoluissa (Rydman ym. 2013,2014). Ex vivo -yhteisviljelykokeiden avulla pyrittiin selvittämään, aiheutuuko havaittu ge-notoksinen vaikutus tulehdussolujen erittämistä klastogeenisistä tekijöistä.
Ex vivo -kokeissa epiteelisoluina käytettiin bronkiaalisten BEAS-2B-epiteelisolujen lisäksialveolaarista A549-epiteelisolulinjaa. A549 on keuhkosyöpäsolulinja, jota käytetään BEAS-2B-solujen ohella yleisesti hengitystiealtistuksia simuloivissa tutkimuksissa.
Ex vivo yhteisviljelykoetta varten 10 hiirtä (C57Bl/6 ♀, ikä 7-8 viikkoa, paino n. 20 g) altistet-tiin pitkille, suorille hiilinanoputkille hengitysteitse aspiraatio-menetelmällä, jossa nestee-seen dispersoitu testimateriaali pipetoitiin nukutetun koe-eläimen henkitorven suulle,josta se sisäänhengityksen mukana kulkeutui keuhkoihin. Aspiraatioaltistus toistettiin kol-mena peräkkäisenä päivänä annoksella 10 µg/hiiri. Hiilinanoputket annettiin dispersiona(200 µg/ml; 50 µl/hiiri/aspiraatio) PBS:ssä, johon oli lisätty 0,6 mg/ml BSA:ta (Sigma-Aldrich). Dispersio valmistettiin ultraäänikäsittelyllä (20 min, +37 °C, ElmaSonic S15H, Tova-tech LLC). Verrokkiryhmälle (10 hiirtä) aspiraatioaltistus suoritettiin kolmena peräkkäisenäpäivänä pelkällä PBS-liuoksella, joka sisälsi 0,6 mg/ml BSA:ta. Eläinkokeet tehtiin Etelä-Suomen aluehallintoviraston (ESAVI) hankelupalautakunnan (ELLA) luvalla.
24 tuntia viimeisen aspiraation jälkeen hiiret lopetettiin ja niistä kerättiin näytteet sekä exvivo -yhteisviljelykokeeseen että suoraa komeetta-analyysiä varten. Yhteisviljelykokeeseenkäytetyt tulehdussolut kerättiin huuhtelemalla hiirten keuhkot kahdesti soluviljelyliuoksella(RPMI 1640, Invitrogen; 800 µl/huuhtelu). Tämän jälkeen keuhkot huuhdeltiin vielä neljäkertaa suolaliuoksella (800 µl/huuhtelu, 0,9 % NaCl, Baxter), jotta talteen saatiin tulehdus-soluja myös komeetta-analyysiä varten. Hiirten oikea keuhko kerättiin niin ikään komeet-ta-analyysiä varten. BAL-solut sekä oikeasta keuhkosta eristetyt keuhkosolut prosessoitiinkomeetta-menetelmällä heti näytteenkeräyksen jälkeen.
Ex vivo -menetelmää testattiin BEAS-2B- ja A549-solulinjoilla (American Type CultureCollection, LGC Promochem AB), joita viljeltiin 12-kuoppalevyillä soluviljelykaapissa (37 °C,5 % CO2). BEAS-2B-soluja kasvatettiin LHC-9-kasvatusliuoksessa ja A549-soluja RPMI 1640-kasvatusliuoksessa (Invitrogen; lisänä 1 % penisilliini-streptomysiiniä, 1 % L-glutamiinia ja10 % fetaalivasikan seerumia). Yhteisviljelykokeessa hiirten BAL-näyte lisättiin sellaisenaanviljeltyjen keuhkosolujen kanssa samaan viljelymaljaan siten, että solut oli erotettu toisis-taan Transwell®-membraani-insertillä (Kuva 4). BEAS-2B- ja A549-solut kerättiin komeet-ta-analyysiä varten kolmen ja 24 tunnin yhteisviljelyn jälkeen.
Koska aiemmassa tutkimuksessa pienhiukkasille altistettujen rottien keuhkohuuhtelusolu-jen havaittiin aiheuttavan genotoksisia muutoksia epiteelisoluissa, kun niitä on lisätty yh-teisviljelmään suhteessa 50:1 (Driscoll ym. 1997), kokeet toistettiin vielä tällä solutyyppien
Nanohiukkasten perimämyrkyllisyyden perusta
22
suhteella. Erityisesti neutrofiilien osuuden keuhkohuuhtelunäytteen tulehdussoluista ontodettu olevan yhteydessä havaittuun genotoksisuuteen. Neutrofiilejä kerääntyy keuhkoi-hin tulehdusreaktion akuutissa vaiheessa makrofagien erittämien sytokiinien ja kemokiini-en kutsumana. Neutrofiilit pyrkivät tuhoamaan vierasaineita mm. sulkemalla ne solusyön-nin jälkeen happiradikaaleja ja entsyymejä sisältävään fagosomiin. Neutrofiilien on arveltuolevan tärkeä linkki tulehdusreaktion ja genotoksisuuden välillä (Knaapen ym. 2006).
Kuva 4. Keuhkohuuhtelunäytteen ja viljeltyjen keuhkosolujen (BEAS-2B tai A549) yhteisviljelynperiaate. Solutyypit erotettiin toisistaan Transwell®-membraani-insertillä. Insertin tarkoituksenaoli estää suora kontakti eri solutyyppien välillä ja ehkäistä keuhkohuuhtelunäytteeseen mahdol-lisesti jääneiden hiilinanoputkien suora kontakti viljeltyjen kohdesolujen kanssa. Insertti kuitenkinmahdollisti tulehdussolujen erittämän klastogeenisen tekijän siirtymisen vapaasti soluviljelynes-teessä.
Tässä kokeessa positiivisena vertailuaineena käytettiin lipopolysakkaridia (LPS, Sigma-Aldrich), gram-negatiivisten bakteerien ulkokalvon proteiinia, jonka tiedetään aiheuttavanvoimakkaan tulehdusreaktion keuhkoissa (Duan ym. 2012).
20 C57Bl/6 hiirtä (♀, ikä 7-8 viikkoa, paino n. 20 g) käsiteltiin MWCNT-S:llä hengitysteitsekerta-aspiraatiolla (10 µg/hiiri/aspiraatio), 20 hiirtä LPS-liuoksella (200 µg/hiiri/aspiraatio)ja 20 hiirtä fysiologisella suolaliuoksella (0,9 % NaCl, Baxter). 18 tuntia aspiraation jälkeenhiiret lopetettiin ja niistä kerättiin keuhkohuuhtelunäytteet yhteisviljelyä varten (5 x 800 µlPBS). Kuudesta LPS-altistetusta ja kuudesta NaCl-altistetusta hiirestä kerättiin myös oikeakeuhko in vivo -komeetta-analyysiä varten. Keuhkohuuhtelunäytteistä tehtiin soluprepa-raatit mikroskooppilaseille tulehdussolujen lukumäärän määritystä varten.




eosinofiilit ja lymfosyytit) määrät mikroskoopilla. Kustakin preparaatista laskettiin vä-hintään 3 näkökenttää ja 100 solua.
BEAS-2B-soluja viljeltiin LHC-9 -soluviljelynesteessä ja A549-soluja RPMI 1640 -soluviljely-nesteessä (lisänä 1 % penisilliini-streptomysiiniliuosta, 1 % L-glutamiinia ja 10 % FBS:ää).BEAS-2B- ja A549 -solut siirrostettiin näytteenkeräyspäivän aamuna solutiheyteen 50 000solua/kuoppa, ja solujen annettiin kiinnittyä viljelykuopan pohjalle ennen yhteisviljelynaloittamista. Yhteisviljelykoetta varten kunkin altistusryhmän BAL-näytteet yhdistettiin janiiden solumäärä säädettiin siten, että yhtä viljeltyä keuhkosolua kohden inserttiin lisättiin50 keuhkohuuhtelulla kerättyä tulehdussolua (2 500 000 solua / insertti).
LPS-stimulaatio toimi toivotulla tavalla, ja talteen kerätty solumäärä riitti kolmeen rinnak-kaiseen BEAS-2B-yhteisviljelykuoppaan ja kolmeen rinnakkaiseen A549-kuoppaan. Hiili-nanoputkilla ja suolaliuoksella käsiteltyjen hiirten BAL-näytteissä tulehdussoluja oli vähem-män ja kummassakin tapauksessa soluja riitti vain yhteen BEAS-2B yhteisviljelykuoppaanja yhteen A549-kuoppaan. BAL-näytteen solut lisättiin Transwell®-insertteihin, ja yhteis-viljelyä jatkettiin soluviljelykaapissa 24 tuntia. Tämän jälkeen BEAS-2B ja A549 -solut kerät-tiin viljelymaljoilta ja preparoitiin komeettamenetelmää varten.
3.4 Astma hiilinanoputkien genotoksisuuden alttiustekijänä
Tässä tutkimuksessa käytimme BALB/c-hiirten astmamallia selvittääksemme, ovatko ast-maattiset hiiret tavallista herkempiä hiilinanoputkille. Astmaattisilla hiirillä on keuhkotu-lehdus, joka saattaa tehdä hiiristä tavallista alttiimpia myös hiilinanoputkien genotoksisillevaikutuksille. Hiirille aiheutettiin astma aiemmin kuvatulla menetelmällä (Rossi ym. 2010).Eläimet altistettiin pitkille, suorille hiilinanoputkille inhalaatiolla (6,25 mg/m3) 4 tunnin ja 4päivän (4 h/päivä) ajan (ks. Kuva 5). Vertailuryhmänä toimivat terveet hiiret. Positiivisenakontrollina käytettiin mitomysiini C:tä (2 mg/kg intraperitoneaalisesti; näyte 24 h myöhemmin).Analyysit tehtiin koodattuilta valmisteilta.
Keuhkosolujen ja BAL-näytteen solujen yksijuosteiset DNA-katkokset tutkittiin komeetta-menetelmällä. Positiivisena kontrollina oli WC-Co (faryngaalisella aspiraatiolla, 1 mg/hiiri).Lisäksi veren valkosoluista määritettiin DNA:n kaksijuosteisia katkoksia sisältävien, γ-H2AX-positiivisten solujen määrä 2000 solussa per hiiri. Mikrotumallisten solujen esiinty-mistiheys analysoitiin luuytimen polykromaattisista punasoluista (2000 solua/hiiri) ja per-nan viljellyistä lymfosyyteistä (2000 kaksitumaista solua/hiiri).
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Kuva 5. Astmamalli ja koejärjestely. OVA ip – ovalbumiini plus alumiinisuola-adjuvantti fosfaatti-puskuroidussa suolaliuoksessa (PBS) intraperitoneaalisesti. OVA in – ovalbumiini PBS:ssä intrana-saalisesti. Terve verrokkiryhmä sai ovalbumiinin sijasta PBS:ää.
3.5 Osittain liukoisen metallioksidin genotoksisuuden perusta
Tutkimuksessa selvitettiin, kuinka metallioksidin koko, kulkeutuminen soluun ja liukenemi-nen solun sisällä vaikuttaa sen genotoksisuuteen. Kokeet tehtiin ihmisen BEAS-2B-keuhko-epiteelisolujen viljelmissä, ja malliaineina olivat osittain liukoiset ja tunnetusti genotoksisetsinkkioksidi- ja kuparioksidihiukkaset (Dufour ym. 2006; Lindberg ym. 2017). Ajatuksenaoli, että jos ZnO:n ja CuO:n solunsisäinen liukeneminen on keskeistä genotoksisten vaiku-tusten syntymisessä, nanohiukkasten tulisi olla genotoksisempia kuin suuremmat hiukka-set ja niiden vaikutuksen tulisi syntyä aiemmin kuin isommilla hiukkasilla.
3.5.1 ZnO
Nanokokoisen ja hienojakoisen ZnO:n solutoksisuus BEAS-2B-soluille selvitettiin 3 ja 24tunnin (DNA-vauriotutkimuksia varten) ja 48 tunnin (mikrotumatestiä varten) altistuksessa.Elävien solujen määrä käsitellyissä viljelmissä ilmaistiin prosentteina kontrolliviljelmiensolumäärästä. Kuolleiden solujen tunnistamiseen käytettiin trypan-sinistä (valokenttämik-roskooppi) tai propidiumjodidia (fluoresenssimikroskooppi).
Sinkkioksidin genotoksisuutta koskevat tulokset on julkaistu (Roszak ym. 2016), ja käytetytmenetelmät on kuvattu yksityiskohtaisesti kyseisessä artikkelissa. DNA-vaurion (komeetta-menetelmä) syntymisen voimakkuutta verrattiin 3 ja 24 tunnin käsittelyillä. ZnO-hiukkastenkykyä aiheuttaa mikrotumia tutkittiin sytokineesi-blokkimenetelmällä 48 tunnin altistuk-sessa (sytokalasiini B lisättiin 6 tunnin käsittelyn jälkeen). Kokeissa käytettiin rinnakkaisia
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viljelmiä, negatiivista ja positiivista kontrollia sekä koodattuja valmisteita. Tutkimus tehtiinyhteistyössä Työlääketieteen Nofer-Instituutin (Łódź, Puola) kanssa.
Hiukkasten kohtaloa soluissa selvitettiin hyperspektraalimikroskopialla (CytoViva, Inc, Au-burn, AL, USA). Kyseessä on pimeäkenttämikroskooppi, johon liitetyllä laitteistolla pysty-tään tunnistamaan pienet hiukkaset soluissa niistä siroavan näkyvän valon spektrin (lähelläinfrapunaista aallonpituusaluetta) avulla. Liuenneita hiukkasia ei luonnollisesti nähdämikroskoopissa.
Tutkittavista hiukkasista ja käsittelemättömistä soluista tehtiin ensin erilliset spektrikir-jastot. Soluvalmisteet tehtiin sytosentrifuugilla. Analyysissä otettiin 100-kertaisella objek-tiivilla pimeäkenttäkuvia soluista, ja kuvat prosessoitiin kuten aiemmin on kerrottu (Ilvesym. 2014). Käsittelyistä soluista saatuja spektrejä verrattiin hiukkasspektrikirjastoon, kunpelkistä soluista saadut spektrit oli ensin suodatettu pois. BEAS-2B-soluja altistettiin ZnO-partikkeleille 1, 3, 6, 24 ja 48 h.
3.5.2 CuO
CuO-hiukkaset dispersoitiin BEGM-kasvatusliuokseen (Lonza), jossa oli 0,06 % naudanseerumin albumiinia. Dispersiot käsiteltiin ultraäänellä allassonikaattorissa 35 ˚C:ssa 20 minajan ja laimennettiin käsittelypitoisuuksiin. Ennen käyttöä dispersiot sonikoitiin vielä 20 minajan. Aluksi selvitettiin CuO-hiukkasten solutoksisuus BEAS-2B-solujen viljelmissä 3, 6, 24ja 48 tunnin käsittelyn jälkeen laskemalla elävien solujen lukumäärä hemosytometrissäfaasikontrastilla (kuolleet solut tunnistettiin trypan-sinisellä) ja vertaamalla tulosta negatii-visista kontrolliviljelmistä (käsitelty soluviljelymediumilla ja albumiinilla) saatuun solumää-rään. Nanokokoinen CuO oli solutoksisempaa kuin mikrokokoinen CuO. Tulosten perus-teella annosalueeksi genotoksisuustutkimuksiin valittiin 2-40 µg/cm2 (7,6–152 µg/ml) na-nokokoiselle CuO:lle ja 5-100 µg/cm2 (19–380 µg/ml) hienojakoiselle CuO:lle.
DNA-vaurion (komeetta-menetelmä) syntymistä tutkittiin 3 ja 24 tunnin käsittelyillä. Hiuk-kasten kykyä aiheuttaa mikrotumia selvitettiin sytokineesi-blokkimenetelmällä 48 tunninkäsittelyn jälkeen. Kokeissa käytettiin rinnakkaisia viljelmiä, negatiivista ja positiivista kont-rollia (20 mM H2O2 komeettatestissä ja mitomysiini C mikrotumatestissä) sekä koodattujavalmisteita.




4.1 Hiilinanoputket: genotoksiset vaikutukset ja tulehdus hiirillä
4.1.1 Hiilinanoputkien genotoksisuus hiirillä


















A Mikrotumatesti, tyypin II alveolaariset solut
















B Mikrotumatesti, veren punasolut
Kuva 6. Pitkillä, suorilla hiilinanoputkilla (MWCNT-S) oli paikallinen genotoksinen vaikutusC57Bl/6-hiirten keuhkoissa 72 tuntia 4 päivän (4 h/pv) inhalaatioaltistuksen (10,8 ± 2,8 mg/m3)jälkeen. (A) MWCNT-S aiheutti selkeän (** p<0,01) lisääntymisen negatiivisen kontrolliryhmän(Neg. kontr.) tulokseen verrattuna mikrotumia sisältävien tyypin II alveolaaristen solujen esiinty-misessä. Faryngaalisella aspiraatiolla annosteltu volframikarbidin ja koboltin seos (WC-Co; 1 mg/hiiri; näyte 48 h myöhemmin) toimi positiivisella kontrollikäsittelynä aiheuttaen voimakkaanlisäyksen (*** p<0,001) mikrotumia sisältävien tyypin II alveolaaristen solujen esiintymisessä. (B)MWCNT-S-altistus ei kuitenkaan vaikuttanut mikrotumien esiintymiseen nuorissa (polykromaat-tisissa) tai kypsissä (normokromaattisissa) punasoluissa 48 tuntia altistuksen päättymisen jälkeenkerätyssä häntäverinäytteessä. Myöskään WC-Co:lla ei ollut vaikutusta veren mikrotumallistenpunasolujen määrään. Pylväät kuvastavat keskiarvoja (+ keskiarvon keskivirhe; 6 eläintä/ryhmä).Tilastoanalyysit perustuvat yksisuuntaiseen varianssianalyysiin ja a posteriori Bonferroni-testiin.Tulokset on julkaistu (Catalán ym. 2016).
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Tulokset siis vahvistavat aiempia löydöksiämme, joiden mukaan hengitysteitse saadunMWCNT-S:n genotoksinen vaikutus on paikallinen (Rydman ym. 2013). Sama koskee myösfaryngaalisella aspiraatiolla annosteltua WC-Co:ta. Kummankin käsittelyn vaikutus on sel-keästi havaittavissa ATII-soluissa, jotka ovat keuhkosyövän kohdesoluja. Genotoksinenvaikutus saattaa siksi olla tärkeä osatekijä MWCNT-S:n tunnetussa syöpävaarallisuudessa.MWCNT-S:llä ja WC-CO:lla ei näytä kuitenkaan olevan systeemistä genotoksista vaiku-tusta.
MWCT-T. Neljän tunnin MWCNT-T-inhalaatiossa (17,54 mg/m3; näytteet kerättiin 24 hmyöhemmin) DNA-vaurioiden määrä oli kohonnut hiirten BAL-soluissa kontrolliryhmäänverrattuna. Keuhkosoluissa DNA-vaurioiden taso oli sen sijaan laskenut 4 tunnin MWCNT-T-altistuksessa. (Kuva 7). Neljän päivän MWCNT-T-altistus ei vaikuttanut DNA-vaurioi-den esiintymiseen kummassakaan solutyypissä. Positiivinen kontrollikäsittely (WC-Co jamitomysiini C) aiheutti selkeän nousun DNA-vaurioiden määrässä sekä BAL- että keuh-kosoluissa.
Kuva 7. Taipuisilla hiilinanoputkilla (MWCNT-T) oli paikallinen genotoksinen vaikutus komeetta-testissä C57Bl/6-hiirillä 24 tuntia 4 tunnin inhalaatioaltistuksen (17,54 mg/m3) jälkeen, kun tar-kasteltiin vaurioituneen DNA:n osuutta (%; keskiarvo + keskiarvon keskivirhe; 8 eläintä/ryhmä)keuhkohuuhtelunäytteen (BAL, bronchoalveolar lavage) soluissa (* p<0,05). 4 päivän (4 h/ pv)altistuksessa DNA–vauriot eivät lisääntyneet BAL-soluissa tai keuhkosoluissa. KeuhkosoluissaDNA-vaurioiden taso oli tilastollisesti merkittävästi (§ p<0,05) laskenut 4 tunnin MWCNT-T-altistuksen jälkeen. Positiivinen kontrollinkäsittely (Pos. kontr.) volframikarbidin ja koboltinseoksella (1 mg/ hiiri, aspiraatiolla) ja mitomysiini C:llä (2 mg/kg, intraperitoneaalisesti; näyte24 h myöhemmin) aiheutti selkeän lisääntymisen (*** p<0,001) DNA-vaurioiden tasossa nega-tiivisen kontrolliryhmän (Neg. kontr.) tulokseen verrattuna. Tilastoanalyysit perustuvat hierark-kiseen varianssianalyysiin ja a posteriori Bonferroni-testiin. Tulokset on julkaistu 4 päivänaltistuksen osalta (Catalán ym. 2016).
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MWCNT-T-inhalaatiolla oli näinollen paikallista genotoksista vaikutusta vain altistusjak-son alussa keuhkojen puolustuslinjan soluissa, jotka keräävät suuren osan hiukkasmate-riaalista. Neljän päivän MWCNT-T-altistuksessa BAL-solujen DNA-vaurioiden taso oli itseasiassa alhaisempi kuin kontrolliryhmässä. Varsinaisessa keuhkokudoksessa DNA-vauri-oiden lisääntymistä ei nähty.
Hiirten inhalaatioaltistus MWCNT-T:lle ei lisännyt γ-H2AX-positiivisten veren valkosolujeneikä mikrotumia sisältävien luuytimen polykromaattisten punasolujen esiintymistiheyttä(Kuva 8). Itse asiassa poikkeavien solujen määrä MWCNT-T-käsittelyssä oli merkitsevästilaskenut verrattuna kontrolliryhmään neljän tunnin (DNA:n kaksijuosteiset katkokset) taineljän päivän (mikrotumat) MWCNT-T-altistuksen jälkeen. Positiivinen kontrollikäsittelyaiheutti hyvin selvän lisäyksen sekä DNA:n kaksijuosteisia katkoksia että mikrotumia sisäl-tävien solujen esiintymisessä.
Kuva  8. Taipuisilla hiilinanoputkilla (MWCNT-T) ei ollut systeemistä genotoksista vaikutustaC57Bl/6-hiirillä 24 tuntia 4 tunnin tai 4 päivän (4 h/pv) inhalaatioaltistuksen (17,54 mg/m3)jälkeen, kun tarkasteltiin (A) DNA:n kaksijuosteisia katkoksia sisältävien (γ-H2AX-positivisten)veren valkosolujen ja (B) luuytimen mikrotumallisten polykromaattisten punasolujen esiintymis-tiheyttä. Sen sijaan MWCNT-T aiheutti tilastollisesti merkitsevän (§ p<0,05) vähenemisen kont-rolliryhmään verrattuna γ-H2AX-positiivisten solujen määrässä 4 tunnin altistuksessa ja mikrotu-mallisten solujen määrässä 4 päivän alistuksessa. Positiivinen kontrollikäsittely (Pos. kontr.) volf-ramikarbidin ja koboltin seoksella (1 mg/ hiiri, aspiraatiolla) ja mitomysiini C:llä (2 mg/kg intra-peritoneaalisesti; näyte 24 h myöhemmin) aiheutti voimakkaan, tilastollisesti merkitsevän lisään-tymisen (*** p<0,001) sekä γ-H2AX-positiivisten että mikrotumallisten solujen esiintymisessänegatiivisen kontrolliryhmän (Neg. kontr.) tulokseen verrattuna. Pylväät kuvastavat keskiarvoja(+ keskiarvon keskivirhe; 8 eläintä/ryhmä).. Tilastoanalyysit perustuvat 1-suuntaiseen varians-sianalyysiin ja a posteriori Bonferroni-testiin. Tulokset on julkaistu 4 päivän altistuksen osalta(Catalán ym. 2016).
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MWCNT-T:llä ei siis ollut systeemistä genotoksista vaikutusta. Päinvastoin – inhalaatio-altistus MWCNT-T:lle näytti osin vähentävän veren valkosoluissa ja luuytimessä havait-tavien genotoksisten muutosten perustasoa.
4.1.2 Pitkien, suorien hiilinanoputkien genotoksisuus IL1R-poistogeenisillä hiirillä
MWCNT-S-inhalaatio (7,71 mg/m3; 4 h tai 4 pv, 4 h/pv) aiheutti DNA-vaurioita komeetta-testissä sekä normaaleilla että IL1R-poistogeenisillä C57Bl/6-hiirillä 24 tuntia 4 tunnin tai 4päivän (4 h/pv) inhalaatioaltistuksen jälkeen sekä BAL-soluissa että keuhkosoluissa. IL1R-geenin puuttumisella ei ollut vaikutusta (Kuva 9). Myös positiivinen kontrollikäsittely WC-Co:lla ja syklofosfamidilla normaaleilla hiirillä nosti DNA-vaurioiden tasoa.
Kuva 9. Pitkät, suorat hiilinanoputket (MWCNT-S) olivat genotoksisia komeettatestissä sekänormaaleilla että IL1R-poistogeenisillä (KO, knock-out) C57Bl/6-hiirillä 24 tuntia 4 tunnin tai 4päivän (4 h/pv) inhalaatioaltistuksen (7,71 mg/m3; 4 h tai 4 pv, 4 h/pv) jälkeen, kun tarkasteltiinvaurioituneen DNA:n osuutta (%; keskiarvo + keskiarvon keskivirhe; 8 eläintä/ryhmä) keuhko-huuhtelunäytteen (BAL, bronchoalveolar lavage) soluissa ja keuhkosoluissa. IL1R-geenin puut-tumisella ei ollut vaikutusta. Positiivinen kontrollikäsittely (Pos. kontr.; normaalit hiiret) volframi-karbidin ja koboltin seoksella (1 mg/hiiri, aspiraatiolla) ja syklofosfamidilla (1 mg/kg, intraperito-neaalisesti) nosti DNA-vaurioiden tasoa. * Tilastollisesti merkitsevä ero (p<0,05) samaa geno-tyyppiä edustavaan normaalien (Neg. kontr) tai KO-hiirten (Neg. kontr KO) negatiiviseen kont-rolliryhmään verrattuna (2-suuntainen varianssianalyysi ja a posteriori Bonferroni-testi).
MWCNT-S-inhalaatiolla ei nähty systeemistä genotoksista vaikutusta γ-H2AX-analyysissäveren valkosoluissa tai mikrotumatestissä luuytimessä ja pernan soluissa normaaleilla tai
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Kuva 10. Pitkillä, suorilla hiilinanoputkilla (MWCNT-S) ei ollut systeemistä genotoksisista vaiku-tusta normaaleilla tai IL1R-poistogeenisillä (KO, knock-out) C57Bl/6-hiirillä 24 tuntia 4 tunnin tai4 päivän (4 h/pv) inhalaatioaltistuksen (7,71 mg/m3;  4  h tai  4 pv,  4 h/pv)  jälkeen, kun tar-kasteltiin (A) DNA:n kaksijuosteisia katkoksia sisältävien (γ-H2AX-positivisten) veren valkosolu-jen, (B) luuytimen mikrotumallisten polykromaattisten punasolujen ja (C) pernan mikrotumallis-ten kaksitumaisten lymfosyyttien esiintymistiheyttä. IL1R-geenin puuttumisella ei ollut vaiku-tusta. Positiivinen kontrollikäsittely (Pos. kontr.; normaalit hiiret) volframikarbidin ja koboltinseoksella (1 mg/hiiri, aspiraatiolla) ja syklofosfamidilla (1 mg/kg, intraperitoneaalisesti; näyte24 h myöhemmin) lisäsi γ-H2AX-positiivisten ja mikrotumallisten solujen esiintymistä (***p<0,001, 2-suuntainen varianssianalyysi ja a posteriori Bonferroni-testi) verrattuna normaalienhiirten kontrolliryhmään (Neg. kontr)). Pylväät kuvastavat keskiarvoja (+ keskiarvon keski-virhe). Neg. kontr KO, KO-hiirten negatiivinen kontrolliryhmä.
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Tulokset osoittavat jälleen kerran, että MWCNT-S-inhalaatiolla on paikallinen genotok-sinen vaikutus hiirten BAL-soluissa ja keuhkoissa mutta ei systeemistä genotoksista vai-kutusta. Koska DNA-vaurioiden taso on samanlainen sekä L-1R-poistogeenisillä että nor-maaleilla hiirillä, IL1R-geeni ei ole tarpeen MWCNT-S:n aiheuttaman paikallisen genotok-sisen vaikutuksen synnylle.
4.2 Tulehdussolujen tuottamien genotoksisten tekijöidenmerkitys
4.2.1 In vitro
Makrofageiksi erilaistettujen monosyyttien ja BEAS-2B-keuhkoepiteelisolujen yhteisviljely-kokeissa ei lukuisista yrityksistä huolimatta saatu viitteitä siitä, että hiilinanoputkille altis-tetut makrofagit erittäisivät soluviljelyliuokseen sellaista klastogeenistä tekijää, jonka ge-notoksinen vaikutus BEAS-2B-soluihin olisi havaittavissa komeettamenetelmällä (Kuva11). Sen sijaan BEAS-2B-solujen suora altistus hiilinanoputkille aiheutti DNA-vaurioitakummallakin käsittelyajalla.
Kuva 11. Pitkien, suorien hiilinanoputkien (MWCNT-S) vaikutus vaurioituneen DNA:n osuuteen(%; komeettamenetelmä) ihmisen makrofaagien kanssa yhteisviljellyissä BEAS-2B-soluissa.Yhteisviljelmissä ei havaittu tilastollisesti merkitsevää vaikutusta, mutta BEAS-2B-solujen suoraaltistus lisäsi DNA-vaurioita sekä 3 että 24 tunnin käsittelyssä. Pylväät kuvastavat keskiarvoja (+keskiarvon keskivirhe)
Insertissä viljeltyjen makrofagien altistaminen krysotiili-asbestille ei myöskään lisännyt vau-rioituneen DNA:n osuutta yhteisviljellyissä BEAS-2B-soluissa 3 tai 24 tuntia altistuksenaloittamisesta. Makrofaagien altistaminen makrofaageja aktivoivalle tsymosaanille eisekään lisännyt DNA-vaurioita BEAS-2B-soluissa (Kuva 12).
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Kuva 12. Krysotiili-asbestilla ja tsymosaanilla (TSY) ei ollut vaikutusta vaurioituneen DNA:nosuuteen (%; komeettamenetelmä) makrofaagien kanssa yhteisviljellyissä BEAS-2B-soluissa. Pyl-väät kuvastavat keskiarvoja (+ keskiarvon keskivirhe)
Makrofaagien altistus yhteisviljelymallissa ei siis saanut aikaan genotoksista vaikutustainsertin toisella puolella kasvaneissa epiteelisoluissa millään käytetyistä käsittelyistä.Epiteelisolujen suora käsittely MWCNT-S:llä sen sijaan lisäsi DNA-vaurioita.
4.2.2 Ex vivo
Hiiren BAL-soluista ja keuhkosta eristetyistä soluista suoritetussa komeetta-analyysissähavaittiin, että altistus pitkille, suorille hiilinanoputkille aiheutti DNA-vaurioita BAL-soluissa,mutta ei keuhkosoluissa (Kuva 13). Aiemmissa kokeissamme hiilinanoputkille aspiraatiollaaltistetut hiirillä nähtiin merkitsevä nousu DNA-vaurioissa myös keuhkosoluissa, muttavaikutus oli silloinkin lievempi kuin BAL-soluissa (Rydman ym. 2013), jotka altistuivathuomattavasti suuremmille hiilinanoputkiannoksille kuin keuhkokudos.
Pitkille, suorille hiilinanoputkille altistettujen hiirten BAL-solujen kanssa ex vivo yhteisvil-jellyissä alveolaarisissa A549-soluissa DNA-vauriot lisääntyivät tilastollisesti merkitsevästi 3tunnin yhteisviljelyn jälkeen, mutta ei 24 tunnin yhteisviljelyn jälkeen (Kuva 14). Näyttääsiis siltä, että BAL-näytteen solut eivät enää tuottaneet riittävästi genotoksista tekijää 24tunnin viljelyn jälkeen.
Nanohiukkasten perimämyrkyllisyyden perusta
33



































Kuva 14. Sekundäärinen (tulehdussolujen välittämä) perimämyrkyllinen vaikutus. Vasemmal-la: vaurioituneen DNA:n osuus (%; komeettamenetelmä) ihmisen A549-epiteelisoluissa 3 ja 24tunnin yhteisviljelmissä pitkille, suorille hiilinanoputkille (MWCNT-S) altistetuilta hiiriltä kerät-tyjen keuhkohuuhtelunäytteen solujen (Transwell®-membraani-insertissä) kanssa. DNA-vau-riot lisääntyivät tilastollisesti merkitsevästi 3 tunnin yhteisviljelyn jälkeen, mutta vaikutusta eihavaittu 24 tunnin yhteisviljelyssä. Pylväät kuvastavat keskiarvoja (+ keskiarvon keskivirhe). **p<0,01 (t-testi; PBS-ryhmään verrattuna). PBS – keuhkohuuhtelunäyte fosfaattipuskuroidullasuolaliuoksella käsitellyiltä hiiriltä (kontrolliryhmä).
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Bronkiaaliset BEAS-2B-solut näyttivät reagoivat klastogeeniseen tekijään hitaammin kuinalveolaariset A549-solut. Yhteisviljellyissä BEAS-2B-soluissa hiilinanoputkialtistettujen hiir-ten BAL-solut lisäsivät hieman vaurioituneen DNA:n osuutta verrattuna suolaliuosaltistuk-seen 24 tunnin yhteisviljelyn jälkeen, mutta ero suolaliuoksella käsiteltyjen eläinten keuh-kohuuhtelunäytteen vaikutukseen ei ollut tilastollisesti merkitsevä (Kuva 15). On mahdol-lista, että solut olivat ehtineet korjata DNA-vauriot tai sitten vaurioista kärsineet solut kuoli-vat 24 tunnin viljelyn aikana.
Kuva 15. Vaurioituneen DNA:n osuus (%; komeettamenetelmä) BEAS-2B-soluissa, joita viljeltiin3 tai 24 tuntia pitkille, suorille hiilinanoputkille (MWCNT-S) altistettujen hiiren keuhkohuuhtelu-näytteen solujen (Transwell®-membraani-insertissä) kanssa. 24 tunnin näytteessä DNA-vaurioi-den taso BEAS-2B-soluissa oli hieman korkeampi yhteisviljelyssä hiilinanoputkille altistettujenhiirten keuhkohuuhtelunäytteen solujen kanssa kuin fosfaattipuskuroidulle suolaliuokselle (PBS)altistettujen hiirten keuhkohuuhtelunäytteen kanssa – ero ei kuitenkaan ollut tilastollisesti mer-kitsevä. Pylväät kuvastavat keskiarvoja (+ keskiarvon keskivirhe).
















Kuva 16. Erityyppisten tulehdussolujen keskimääräiset osuudet keuhkohuuhtelunäytteessäpitkille, suorille hiilinanoputkille (MWCNT-S), lipopolysakkaridille (LPS) ja fysiologiselle suolaliu-okselle (NaCl) altistetuilla hiirillä. LPS-altistus lisäsi huomattavasti neutrofiilien osuutta.
Yhteisviljelykokeessa MWCNT-S:lle altistettujen hiirten BAL-solujen havaittiin lisäävänDNA-vaurioiden määrää (suolaliuosryhmään verrattuna) insertin toisella puolella viljel-lyissä BEAS-2B-soluissa. DNA-vaurioiden taso BEAS-2B-soluissa oli kohonnut vielä selvem-min yhteisviljelmissä LPS:lla käsiteltyjen hiirten BAL-solujen kanssa. Sen sijaan A549-soluis-sa DNA-vaurioiden määrä ei lisääntynyt 24 tunnin yhteisviljelyssä kummallakaan käsit-telyllä (Kuva 17).
Kuva 17. DNA-vaurioiden osuus (%; komeettamenetelmä) BEAS-2B- ja A549-soluissa 24 tunninyhteisviljelyssä keuhkohuuhtelunäytteen solujen (Transwell®-membraani-insertissä) kanssa,jotka oli kerätty pitkillä, suorilla hiilinanoputkilla (MWCNT-S), lipopolysakkaridilla (LPS) tai fysiolo-gisella suolaliuoksella (NaCl; kontrolli) käsitellyiltä hiiriltä. DNA-vauriot lisääntyivät BEAS-2B-soluissa yhteisviljelmissä MWCNT- ja LPS-altistuksesta peräisin olevien keuhkohuuhtelunäytteensolujen kanssa. A549-soluissa ei havaittu vaikutusta. * p<0,05, ** p<0,01 (t-testi, NaCl-ryhmäänverrattuna).
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Tuloksemme osoittavat, että hiirten aspiraatiokäsittely MWCNT-S:llä ja LPS:lla saa aikaangenotoksisen tekijän syntymisen keuhkohuuhtelunäytteen soluissa.
4.3 Astma hiilinanoputkien genotoksisuuden alttiustekijänä
Altistus MWCNT-S:lle aiheutti tilastollisesti merkitsevän lisäyksen DNA-vaurioiden mää-rässä (komeettatesti) BAL-soluissa mutta ei keuhkosoluissa (Kuva 18). Astmaattisilla hii-rillä DNA-vaurioiden perustaso oli noussut sekä BAL-näytteen että keuhkon soluissa,mutta hiilinanoputkialtistus ei tästä enää lisännyt DNA-vaurioiden määrää. Positiivinenkontrollikäsittely WC-Co:lla ja syklofosfamidilla (terveet hiiret) aiheutti DNA-vaurioitakummassakin solutyypissä.
MWCNT-S:llä ei ollut systeemistä genotoksista vaikutusta veren valkosoluissa (γ-H2AX-menetelmä), luuytimen polykromaattisissa punasoluissa (mikrotuma-analyysi) tai ex vivoviljellyissä pernan lymfosyyteissä (mikrotuma-analyysi) terveillä tai astmaisilla hiirillä(Kuva 19). Verrattuina terveisiin hiiriin astmaisilla hiirillä oli kuitenkin merkitsevästi kor-keampi γ-H2AX-positiivisten valkosolujen esiintymistiheys veressä, mikä osoitti, että ast-mamallilla saatiin aikaan systeeminen lisäys DNA:n kaksijuosteisissa katkoksissa. Posi-tiivinen kontrolli (WC-Co ja syklofosfamidi terveillä hiirillä) aiheutti voimakkaan genotok-sisen vaikutuksen veren valkosoluissa, luuytimen polykromaattisissa punasoluissa ja per-nan lymfosyyteissä.
Tulokset osoittavat, että MWCNT-S aiheuttaa DNA-vaurioita BAL-soluissa 4 päivän (4h/pv) inhalaatioaltistuksessa hieman aiempia kokeita alhaisemmalle annostasolle (6,25mg/m3). Astmaisilla hiirillä MWCNT-S:n genotoksista vaikutusta ei nähdä, vaan DNA-vaurioiden taso on koholla kaikissa astmaryhmissä sekä BAL- että keuhkosoluissa.Astmaisilla hiirillä DNA-vaurioiden perustaso on kohonnut myös veren valkosoluissa, eliastmamalli näyttää johtavan systeemisen genotoksiseen vaikutukseen.
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Kuva 18. Pitkät, suorat hiilinanoputket (MWCNT-S) aiheuttivat paikallisen genotoksisen vaiku-tuksen terveiden C57Bl/6-hiirten keuhkohuuhtelunäytteen (BAL, bronchoalveolar lavage) soluis-sa mutta eivät keuhkosoluissa 24 tuntia 4 päivän (4 h/pv; päivinä 20., 22., 22. ja 23., ks. Kuva 5)inhalaatioaltistuksen (6,25 mg/m3) jälkeen, kun tarkasteltiin vaurioituneen DNA:n osuutta (%;keskiarvo + keskiarvon keskivirhe; komeettatesti). DNA-vaurioiden määrä oli lisääntynyt ast-maattisilla hiirillä (OVA ip+in ja OVA ip+in, MWCNT-S) kummassakin solutyypissä MWCNT-S-käsittelystä riippumatta. Positiivinen kontrollikäsittely (Pos. kontr., terveet hiiret) volframikar-bidin ja koboltin seoksella (1 mg/hiiri, aspiraatiolla) ja syklofosfamidilla (1 mg/kg, intraperito-neaalisesti; näyte 24 h myöhemmin) lisäsi DNA-vaurioita sekä keuhkohuuhtelunäytteen ettäkeuhkon soluissa. OVA ip - ovalbumiini ja adjuvantti intraperitoneaalisesti 1. ja 10. päivänä; OVAip+in - ovalbumiini ja adjuvantti intraperitoneaalisesti 1. ja 10. päivänä sekä intranasaalisesti 21.,22. ja 23. päivä. * tilastollisesti merkitsevä ero (p<0,05) negatiivisen kontrolliryhmän (Neg.kontr.) tulokseen verrattuna (2-suuntainen varianssianalyysi ja a posteriori -testi).
Nanohiukkasten perimämyrkyllisyyden perusta
38
Kuva 19. Pitkillä, suorilla hiilinanoputkilla (MWCNT-S) ei ollut systeemistä genotoksista vaiku-tusta terveillä tai astmaattisilla C57Bl/6-hiirillä 24 tuntia 4 päivän (4 h/pv; päivinä 20., 22., 22. ja23., ks. Kuva 5) inhalaatioaltistuksen (6,25 mg/m3) jälkeen, kun tarkasteltiin (A) DNA:n kaksi-juosteisia katkoksia sisältävien (γ-H2AX-positivisten) veren valkosolujen, (B) luuytimen mikrotu-mallisten polykromaattisten punasolujen ja (C) pernan mikrotumallisten kaksitumaisten lymfo-syyttien esiintymistiheyttä. ex vivo. Systeeminen genotoksinen vaikutus liittyi kuitenkin astma-malliin, sillä kaksijuosteisten DNA-katkosten määrän oli lisääntynyt astmaisilla hiirillä (OVA ip+inja OVA ip+in, MWCNT-S) MWCNT-S-käsittelystä riippumatta. Positiivinen kontrollikäsittely (Pos.kontr., terveet hiiret) volframikarbidin ja koboltin seoksella (1 mg/hiiri, aspiraatiolla) ja syklofosf-amidilla (1 mg/kg, intraperitoneaalisesti; näyte 24 h myöhemmin) lisäsi γ-H2AX-positiivisten jamikrotumallisten solujen esiintymistä. Pylväät kuvastavat keskiarvoja (+ keskiarvon keskivirhe).OVA ip b - ovalbumiini ja adjuvantti intraperitoneaalisesti 1. ja 10. päivänä; OVA ip+in – ovalbu-miini ja adjuvantti intraperitoneaalisesti 1. ja 10. päivänä sekä intranasaalisesti 21., 22. ja 23. päivä.* p<0,05, verrattuna terveiden hiirten negatiiviseen kontrolliryhmään (Neg. kontr.) verrattuna (2-suuntainen varianssianalyysi ja a posteriori -testi).
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4.4 Osittain liukoisen metallioksidin genotoksisuuden perusta
4.4.1 ZnO
Sekä nanokokoinen että hienojakoinen ZnO aiheuttivat mikrotumia BEAS-2B-soluissa48 tunnin altistuksessa (Kuva 20). Vaikutus nähtiin kapealla annosalueella, jolla kum-pikin ZnO-hiukkastyyppi alkoi olla sytostaattinen eli hidasti solujen kasvua.
Kuva 20. Sekä (A) nanokokoinen ZnO (Nano ZnO) että (B) hienojakoinen ZnO (Hieno ZnO)lisäsivät mikrotumallisten solujen lukumäärää (per 1000 2-tumaista solua; pylväät) ja olivatsytostaattisia (käyrät) BEAS-2B-soluissa 48 tunnin altistuksessa. Tulokset on esitetty keskiar-voina (± keskiarvon keskivirhe). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; verrattuna kontrolliin. Tulok-set on julkaistu (Roszak ym. 2016).
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Fig 21. Nanokokoinen ZnO (Nano ZnO; 30-35 nm) aiheutti annosvasteisen nousun DNA-vaurioiden tasossa (komeettamenetelmä) BEAS-2B-soluissa 3 ja 6 tunnin altistuksessa. Hieno-jakoinen ZnO ei lisännyt DNA-vaurioita (Hieno ZnO; 150-300 nm). Tulokset on esitetty keski-arvoina (± keskiarvon keskivirhe). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; verrattuna kontrolli-ryhmään (Kontr.; yksisuuntainen varianssianalyysi ja Tukeyn a posteriori -testi) tai lineaariselleregressiolle (kaaret). Tulokset on julkaistu (Roszak ym. 2016).
Hyperspektraalimikroskoopissa BEAS-2B-solujen sisällä ei nähty nanokokoisia ZnO-hiukkasia, vaikka lyhyin tarkasteluaika oli vain tunti. Näytti siis siltä, että ZnO-nanohiuk-kaset liukenevat nopeasti solun sisällä. Zn2+-ionipitoisuuden äkillinen nousu solussaluultavasti selittää ZnO:n voimakkaan solutoksisuuden alhaisilla annoksilla.
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Sekä nanokokoinen että mikrokokoinen CuO aiheuttivat DNA-vaurioiden annoksestariippuvaisen lisääntymisen BEAS-2B-soluissa kaikilla käsittelyajoilla (3, 6 ja 24 h) (Kuva22). Nanokokoisen CuO:n vaikutus ilmeni kuitenkin selvästi alhaisemmilla annoksilla kuinmikrokokoisen CuO:n.
Kuva 22. DNA-vaurioiden osuus (%) BEAS-2B-soluissa 3, 6 ja 24 tunnin altistuksessa nanokokoi-sille (<50 nm) ja mikrokokoisille (<10 µm) CuO-hiukkasille. Tulokset on esitetty keskiarvoina (±keskiarvon keskivirhe). Nanokokoinen CuO aiheutti DNA-vaurioita selvästi alhaisemmilla annok-silla kuin mikrokokoinen CuO.
CuO-nanohiukkaset lisäsivät selkeästi mikrotumallisten solujen määrää korkeimmillaannoksilla, jotka myös hidastivat solusykliä, mikä ilmeni proliferaatioindeksin alenemi-sena CuO-annoksen noustessa (Kuva 23). Mikrokokoinen CuO ei aiheuttanut mikro-tumia tutkitulla annosalueella eikä myöskään vaikuttanut proliferaatioindeksiin.

































Kuva 23. Mikrotumallisten BEAS-2B-solujen esiintyminen (lkm/1000 2-tumaista solua; mustakuvaaja) ja proliferaatioindeksi (harmaa kuvaaja) 48 tunnin altistuksessa (vasemmalla) nanoko-koisille (primääripartikkelien koko <50 nm) ja (oikealla) mikrokokoisille (<10 µm) CuO-hiuk-kasille. Tulokset on esitetty keskiarvoina (± keskiarvon keskivirhe). Nanokokoisella CuO:lla oliannosvasteinen vaikutus mikrotumia sisältävien solujen lisääntymiseen (genotoksinen vaikutus)ja proliferaatioindeksin alenemiseen (sytostaattinen vaikutus). Mikrokokoinen CuO ei aiheutta-nut mikrotumia eikä ollut ollut sytostaattinen testin olosuhteissa.


























Kuva 24. Hiukkasten määrä (keskiarvo ± keskiarvon keskivirhe) BEAS-2B-soluissa hyperspek-traalimikroskooppitulosten perusteella 3 tunnin altistuksessa nanokokoisille (Nano; <50 nm) jamikrokokoisille (Mikro; <10 µm) CuO-hiukkasilla (20 µg/cm2). (A) Hiukkasten peittämä solualanosuus (%). (B) Hiukkasten lukumäärä solua kohti. Mikrokokoisiin CuO-hiukkasiin verrattunananokokoiset CuO-hiukkaset peittivät selvästi suuremman alan soluissa ja niiden lukumäärä olisuurempi. Kuvasta A ilmenee, että soluissa, joita ei käsitelty CuO:lla (Kontr.), järjestelmän virheel-lisesti tunnistamien ”hiukkasten” peittämä ala oli hyvin alhainen.
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5 POHDINTA JA JOHTOPÄÄTÖKSET
5.1 Hiilinanoputket: genotoksiset vaikutukset ja tulehdus hiirillä
Tutkimuksissa havaittiin, että 4 päivän inhalaatioaltistus syöpävaarallisiksi tunnetuille pit-kille ja suorille MWCNT-S-hiilinanoputkille johti genotoksiseen vaikutukseen keuhko-syövän kohdesoluissa (tyypin II alveolaariset solut, ATII). Samoilla hiirillä havaittiin myösselkeä keuhkotulehdus (ks. Catalán ym. 2016). Myös aiemmassa hankkeessa osoitettiin,että MWCNT-S:n inhalaatio ja faryngaalinen aspiraatio aiheuttavat voimakkaan keuhko-tulehduksen ja DNA-vaurioita hiiren keuhkosoluissa (sekapopulaatio) (Rydman ym. 2013,2014, 2015; Rydman 2016). Samanlaisia tuloksia ovat raportoineet Kato ym. (2013).Nanopartikkeli-inhalaation aiheuttamaa mikrotumien lisääntymistä ATII-soluissa ei olekuitenkaan aiemmin kuvattu, joskin ohuiden ja lyhyiden moniseinäisten hiilinanoputkienon havaittu aiheuttavan mikrotumia rottien ATII-soluissa intratrakeaalisen annostuksenjälkeen (Muller ym. 2008a).
Nyt raportoitavassa hankkeessa lyhyiden, taipuisien ja ohuiden MWCNT-T-hiilinanoput-kien hengittäminen ei aiheuttanut genotoksista vaikutusta keuhkoissa. Tulos on yhtene-väinen aiemmassa hankkeessa MWCNT-T:n faryngaalisella aspiraatiolla saamamme nega-tiivisen tuloksen kanssa (Rydman ym. 2013). MWCNT-T-inhalaatio ei myöskään saanutaikaan keuhkotulehdusta (Rydman ym. 2014). MWCNT-T:n genotoksisuudesta koe-eläi-millä ei ole muita tutkimuksia. Samankaltaisten, ohuehkojen tai lyhyiden MWCNT-materi-aalien genotoksisuudesta in vivo on saatu sekä positiivisia että negatiivisia tuloksia (Mullerym. 2008a; Kim ym. 2012, 2014; Cao ym. 2014; Poulsen ym. 2015).
Kummallakaan tutkimallamme hiilinanoputkityypillä ei ollut systeemistä genotoksista vai-kutusta luuytimessä tai verisoluissa. Tuloksia on tarkasteltu laajemmin julkaisussamme(Catalán ym. 2016).
Tulehduksen ja genotoksisuuden välistä yhteyttä tutkittiin myös poistogeenisillä hiirillä,joilta puuttui IL1R-geeni (interleukiini 1:n reseptori). IL-1R:n katsotaan olevan keskeisessäroolissa tulehdusta ohjaavan inflammasomin aktivaatiossa. Jos inflammasomista riippu-vainen tulehdus olisi tärkeää genotoksisten vaikutusten synnylle, hiilinanoputkialtistuksentulisi tuottaa vähemmän DNA-vaurioita geenimuunneltujen kuin normaalien hiirien keuh-koissa. Inhalaatioaltistus MWCNT-S:lle aiheutti selvän paikallisen genotoksisen vaikutuk-sen hiirten keuhkoissa riippumatta IL1R-geenistä. Näinollen IL1R ei ole välttämätönMWCNT-S:n aiheuttaman genotoksisen vaikutuksen synnylle keuhkoissa. Aiemmassa tut-kimuksessa MWCNT-S:n faryngaalinen aspiraation aiheuttama neutrofilia ja neutrofiilejäkutsuvien kemokiinien mRNA-tasot olivat alentuneet IL1R–/–-hiirillä, mutta keuhkotuleh-dusta IL1R-geenin puuttuminen ei poistanut (Rydman ym.2015).
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Tuloksemme osoittavat, että MWCNT-S-inhalaation aikaansaamaan akuuttiin keuhkotu-lehdukseen liittyy paikallinen genotoksinen vaikutus, joka ei riipu IL1R-geenistä ja jota einähdä taipuisilla hiilinanoputkilla. Genotoksisuus saattaa olla tärkeä osatekijä MWCNT-S:nsyöpävaarallisuudessa. MWCNT-S:ää ohuempien hiilinanoputkien syöpävaikutus on epä-selvempi: intraperitoneaalisella injektiolla tehdyissä tutkimuksissa eri materiaaleilla onsaatu vaihtelevia tuloksia (Muller ym. 2009; Nagai ym. 2011; Rittinghausen ym. 2014).
5.2 Tulehdussolujen tuottamien genotoksisten tekijöidenmerkitys
Ex vivo -kokeittemme tulokset osoittivat, että hiirten aspiraatiokäsittely MWCNT-S-hiili-nanoputkilla johti genotoksisen tekijän syntymiseen BAL-näytteen soluissa. Membraani-insertin sisälle sijoitetut, MWCNT-S:llä käsitellyiltä hiiriltä kerätyt BAL-solut saivat aikaanDNA-vaurioiden lisääntymisen insertin toisella puolella viljellyissä epiteelisoluissa. Alveo-laarisissa A549-soluissa lisääntyminen tapahtui 3 tunnin (mutta ei 24 tunnin) yhteisviljelynjälkeen ja bronkiaalisissa BEAS-2B-soluissa 24 tunnin (mutta ei 3 tunnin) yhteisviljelynseurauksena. On epäselvää, mistä solulinjojen välinen aikatauluero johtui. BEAS-2B-soluillagenotoksinen vaikutus oli selvempi, kun tulehdussolujen ja epiteelisolujen lukumääränsuhdetta kasvatettiin (50:1) kuin jos BAL-näyte lisättiin yhteisviljelmiin sellaisenaan. DNA-vaurioiden taso oli noussut myös BAL-näytteen soluissa.
LPS on tehokas tulehduksen aiheuttaja ja sai tässäkin kokeessa aikaan faryngaalisella aspi-raatiolla annosteltuna voimakkaan neutrofiilisen tulehdusreaktion hiirten keuhkoissa. BAL-solut LPS:lla käsitellyiltä hiiriltä aiheuttivat yhteisviljellyissä BEAS-2B-soluissa selkeän nou-sun DNA-vaurion tasossa ja näyttivät näin ollen tuottavan genotoksista tekijää yhteisvil-jelmissä.
Tulokset sopivat aiempaan käsitykseen, jonka mukaan klastogeenisen tekijä liittyy tuleh-dusreaktioon. Tutkimuksestamme ei ilmene, mitkä tulehdusolut tuottavat genotoksista te-kijää. Neutrofiilejä oli tässä sarjassa saman verran suolaliuoksella ja MWCNT-S:llä käsitel-lyissä ryhmissä, joten neutrofiilien määrä sinänsä ei selitä tuloksia, ellei avainasemassa olekäsittelyn aktivoimien tulehdussolujen määrä.
Keuhkohuuhtelulla hiireltä talteen saatava tulehdussolujen kokonaismäärä oli alhainen,eikä mahdollistanut useiden rinnakkaisviljelmien tai aikapisteiden käyttöä samassa ko-keessa, lukuun ottamatta LPS-käsittelyä. Saatuja tuloksia on siksi pidettävä alustavina.Rotilta keuhkohuuhtelulla saataisiin kerättyä suurempi määrä tulehdussoluja kuin hiiriltä,mikä mahdollistaisi laajemmat yhteisviljelykokeet.
Ihmisen monosyyteistä erikoistetuilla makrofaageilla tehdyissä yhteisviljelykokeissa ei ha-vaittu genotoksisia vaikutuksia insertin toisella puolella kasvaneissa BEAS-2B-soluissa
Nanohiukkasten perimämyrkyllisyyden perusta
46
makrofaagien altistuksessa MWCNT-S:lle, asbestille tai tsymosaanille. Makrofaagien kas-vatusolosuhteet Transwell®-insertissä eivät ehkä suosineet riittävästi makrofaagien akti-vaatiota. Tulevaisuudessa aktivaatio-olosuhteiden optimointiin tulisi kiinnittää erityistähuomiota. Koska sekundäärinen genotoksinen vaikutus voi välittyä myös reaktiivisten hap-piradikaalien välityksellä, muunkinlaiset koe-järjestelyt tulevat kyseeseen.
5.3 Astma hiilinanoputkien genotoksisuuden alttiustekijänä
Aiemmat tutkimukset TTL:ssa ovat osoittaneet, että MWCNT-S aiheuttaa BALB/c-hiirilläkeuhkotulehdusta, johon ei kuitenkaan liity (toisin kuin tulehdusherkillä C57Bl/6-hiirillä)eosinofiilien (mm. astmaan liittyvä tulehdussolutyyppi) kulkeutumista keuhkoihin. KunBALB/c-hiiriä altistettiin MWCNT-S:lle inhalaatiolla, DNA-vaurion määrä BAL-näytteissä olikohonnut (kontrolliin verrattuna), mutta (toisin kuin C57Bl/6-hiirillä) altistus ei lisännytDNA-vaurioita keuhkosoluissa. Keuhkohuuhtelunäytteessä suuri osa soluista on makro-faageja, jotka suojaavat keuhkoja keräämällä vieraita hiukkasia. Kokeessamme makrofaa-git joutuivat siis suoraan alttiiksi isojen hiilinanoputkiannosten kanssa, mikä selittäneegenotoksisen vaikutuksen. Negatiivinen tulos keuhkosoluissa saattaa kuvastaa sitä, ettähiilinanoputkien tulehdusvaikutus BALB/c-kannalla ei ollut riittävä tuottamaan DNA-vau-rioita keuhkoissa.
Mallissamme astma saatiin aikaan toistuvalla ovalbumiini-käsittelyllä, joka sellaisenaanaiheutti DNA-vaurioita sekä BAL- että keuhkosoluissa. Tämä löydös selittynee astmaan liit-tyvän keuhkotulehduksen sekundäärisellä vaikutuksella. MWCNT-S:lle altistuneilla ast-maattisilla hiirillä DNA-vaurioiden määrä oli korkeampi kuin terveillä kontrollihiirillä, muttaei poikennut astmaattisten hiirten tasosta. Johtopäätöksenä on siis, että sekä MWCNT-S:nhengittäminen että astma aiheuttavat DNA-vaurioita BALB/c-hiirten BAL-soluissa, muttaastma ei lisää hiilinanoputkien vaikutusta. BALB/c-hiirten keuhkosoluissa hiilinanoputkillealtistuminen ei vaikuttanut DNA-vaurioiden määrään, mutta astmaisilla hiirillä DNA-vau-riotaso keuhkoissa oli kohonnut hiilinanoputkialtistumisesta riippumatta. Tulokset osoit-tavat myös, että eosinofiilia keuhkoissa ei ole tarpeen DNA-vaurion muodostumiselle BAL-soluissa. MWCNT-S:lla ei ollut systeemistä genotoksista vaikutusta. Astmaattisilla hiirillähavaittiin kuitenkin enemmän DNA:n kaksijuosteisia katkoksia veren valkosolujen tumissakuin terveillä hiirillä.
Astmaiset hiiret eivät siis olleet terveitä eläimiä herkempiä MWCNT-S:n genotoksisillevaikutuksille. Hiilinanoputkikäsittelyn genotoksinen vaikutus voitiin osoittaa vain ei-ast-maisilla hiirillä. Astmaisilla hiirillä DNA-vaurioiden perustaso keuhkoissa oli selkeästi ko-honnut MWCNT-S:stä riippumatta. DNA-vaurioiden määrä oli astmaisilla hiirillä kohollamyös veren valkosoluissa, mikä viittasi siihen, että astmaan liittyvä tulehdus tai oksidatii-vinen stressi johtavat yleiseen (systeemiseen) genotoksiseen vaikutukseen.
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DNA-vaurioiden lisääntyminen keuhkoissa on aiemmin kuvattu kahdessa astmahiirimal-lissa: pölypunkilla aiheutetussa astmassa (Chan ym. 2016) sekä muuntogeenisillä hiirillä,joilla astma liittyi IL-13-sytokiinin (interleukiini 13) ylituotantoon (Chapman ym. 2014).Jälkimmäisessä tutkimuksessa nähtiin myös systeeminen genotoksinen vaikutus.
5.4 Osittain liukoisen metallioksidihiukkasten genotoksisuudenperusta
Hankkeessa BEAS-2B-soluilla saadut tulokset ZnO:n ja CuO:n nanokoisilla ja suuremmillahiukkasilla vahvistavat ennakkokäsitystä hiukkaskoon merkityksestä osittain liukoistenmetallioksidien genotoksisuudessa. ZnO ja CuO olivat kumpikin genotoksisia, muttaZnO näytti liukenevan solun sisällä selvästi nopeammin kuin CuO.
Nanokokoinen ja hienojakoinen ZnO olivat solutoksisia BEAS-2B-soluille samalla, hyvinkapealla annosalueella (1,5–3,0 µg/cm2). Nanokokoinen ZnO (1,25–1,5 µg/cm2) lisäsiDNA-vaurioita 3 ja 6 tunnin käsittelyn jälkeen, kun hienojakoinen ZnO ei vaurioittanutDNA:ta. Sekä nanokokoinen että hienojakoinen ZnO aiheuttivat kuitenkin mikrotumiakutakuinkin samoilla, liki solutoksisilla annoksilla (1,25–1,75 µg/cm2) 48 tunnin käsit-telyssä. ZnO-nanohiukkasten liukeneminen solun sisällä näytti tapahtuvan varsin nope-asti, sillä hyperspektraalimikroskooppianalyysissä solun sisällä ei nähty partikkeleitayhden tunnin kuluttua käsittelystä. ZnO-nanohiukkasia ei näkynyt BEAS-2B-solujensisällä tunnin käsittelyn jälkeen aiemmassakaan tutkimuksessa (Gilbert ym. 2012).
Tulokset kuvastanevat nanokokoisen ZnO:n parempaa kulkeutumista soluun tai nope-ampaa liukenemista solun sisällä käsittelyn alussa, mikä johtaa genotoksiseen vaiku-tukseen (DNA-vauriot). Myöhemmässä vaiheessa erot tasaantuvat, ja sekä nanokokoi-nen että hienojakoinen ZnO ovat genotoksisia (mikrotumatesti). Koska ZnO on genotok-sinen hyvin kapealla, liki sytotoksisella annosalueella, pienet erot esim. ZnO-partikkeliendispersiossa saattavat vaikuttaa paljonkin genotoksisuustestin lopputulokseen ja tulos-ten toistettavuuteen, mikä voi selittää ristiriitaiset tulokset ZnO:n genotoksisuudestatieteellisessä kirjallisuudessa (ks. Roszak ym. 2016).
Vaikuttaa siltä, että ZnO:n genotoksisuus liittyy sen solutoksisuuteen, niin että genotok-sista vaikutusta ei välttämättä ole odotettavissa ilman solutoksisuutta. Tämä seikka vaatiilisätutkimuksia, mutta jos se on totta, ZnO:n genotoksiset vaikutukset työntekijöillävoitaisiin ehkä välttää pitämällä altistumistasot riittävän alhaisina. On silti pidettävä mie-lessä että olosuhteissa, jossa ZnO-altistuminen johtaa paikalliseen solutoksiseen vaiku-tukseen, genotoksinen vaikutus on mahdollinen. Ammatillisessa ZnO-altistumisessa ku-vattu metallikuume (Fine ym. 1997; Plum ym. 2010) saattaa edustaa tällaista tilannetta.Toisaalta yksikin soluun päässyt ZnO-hiukkanen saattaa olla solutasolla toksinen ja ge-notoksinen, mikä monimutkaistaa turvallisten annosten arviointia. Nanokokoisen ZnO:n
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on osoitettu olevan genotoksinen hiirillä keuhkoputkeen ja vatsaonteloon annosteltunasekä suun kautta annettuna (Jacobsen ym. 2015; Ghosh ym. 2016; Pati ym. 2016).
Nanokokoiset CuO-hiukkaset olivat solutoksisempia ja aiheuttivat DNA-vaurioita BEAS-2B-soluissa selvästi alhaisemmilla annoksilla (10-40 µg/cm2) kuin mikrokokoiset CuO-hiukkaset (50-100 µg/cm2). Toisin kuin mikrokokoiset hiukkaset CuO-nanohiukkasetlisäsivät myös mikrotumia (30-40 µg/cm2) ja hidastivat solusykliä. Koska nanohiukkastenagglomeraatteja oli soluissa hyperspektraalianalyysin perusteella paljon enemmän kuinmikrohiukkasia, BEAS-2B-solut näyttivät ottavan tehokkaammin sisään nano- kuin mik-rohiukkasia. Näin ollen Cu+2-ionien solunsisäisen pitoisuus luultavasti kohoaa korkeam-maksi nanohiukkasten kuin mikrohiukkasten kohdalla, mikä selittänee nanokokoisenCuO:n korkeamman solu- ja genotoksisuuden. Suuremman pinta-alansa vuoksi nano-hiukkasten odotetaan liukenevan solun sisällä mikrohiukkasia nopeammin. SamoillaCuO-hiukkasilla aiemmin tehdyssä tutkimuksessa havaittiin, että vain nanokokoinenCuO aiheutti DNA-vaurioita HeLa S3 –syöpäsoluissa ja liukeni keinotekoisessa lysosomi-nesteessä huomattavasti paremmin kuin mikrokokoinen CuO (Semisch ym. 2014).
CuO ei ole yhtä solutoksinen kuin ZnO ja sen genotoksinenkin vaikutus vaatii suurempiaannoksia. Toisaalta CuO:n genotoksisuus on nähtävissä selvästi laajemmalla annos-alueella ja on siksi helpommin osoitettavissa kuin ZnO:n genotoksisuus. Tämä selittääosaltaan myös sen, että hiukkaskoon vaikutus on selkeämpi CuO:lla kuin ZnO:lla – muitatärkeitä tekijöitä ovat selvästi suurempi hiukkaskokoero nanokokoisen ja mikrokokoisenCuO:n kuin nanokokoisen ja hienojakoisen ZnO:n välillä ja CuO:n ZnO:a hitaampisolunsisäinen liukeneminen.
Hiukkaskoolla voidaan olettaa olevan vaikutusta myös ihmisen hengitysteitse tapahtu-vassa altistumisessa CuO:lle niin, että nanohiukkaset ovat solu- ja genotoksisempia kuinmikrokokoiset hiukkaset. Intraperitoneaalisena injektiona annetun nanokokoisen CuO:non havaittu olevan genotoksista hiirillä ja rotilla (Song ym. 2012; Privalova ym. 2014).
Kumpaakaan tutkituista metallioksideista ei ole luokiteltu syöpävaaralliseksi, vaikka sekäZnO:n että CuO:n genotoksisuudesta on näyttöä niin soluviljelmistä kuin eläinkokeis-takin. Lisäksi kumpikin yhdiste näyttää olevan genotoksisempi nanomuotoisena kuinsuuremmassa hiukkaskoossa. Erityisesti ZnO:n genotoksinen vaikutus tuntuu liittyvänsolutoksisuuteen, mutta turvallisten annosten arviointia hankaloittaa se, että yksikinpienhiukkasten solun sisällä voi olla genotoksinen.
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6 TIEDOTUS JA MUU TIEDON HYÖDYNTÄMINEN
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